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El consumo global de los antibióticos ha causado que los microorganismos 
estén sometidos bajo un estrés selectivo que los obliga a adaptarse a estas 
nuevas condiciones de vida que contienen altas concentraciones de antibióticos, 
por lo cual emergen cepas bacterianas con variedad de resistencias a diferentes 
familias de estos fármacos. Recientemente se ha estudiado el uso de 
nanopartículas metálicas en esta área, ya que poseen efecto antimicrobiano, 
tanto contra cepas silvestres como resistentes, que las convierten en candidatos 
potenciales para su uso como agentes terapéuticos; adicionalmente los 
exopolisacáridos microbianos se han utilizado en la síntesis de nanopartículas 
para mejorar su biocompatibilidad, reduciendo así el riesgo de utilizarlos en una 
variedad de aplicaciones.  
En el presente trabajo se realizó la síntesis de nanopartículas metálicas, 
de Cu, Ni y Zn, utilizando el exopolisacárido de la levadura Rhodotorula 
mucilaginosa UANL-001L, una cepa aislada en la región noreste del estado, 
como agente estabilizante, así como ácido ascórbico como agente reductor, con 
el fin de obtener compósitos antimicrobianos que posean la capacidad de inhibir 
el crecimiento y la producción de biofilm de dos cepas clínicas resistentes a 
antibióticos aisladas de pacientes internados en un hospital del municipio de 
Monterrey. 
Estableciendo un diseño de experimentos 33, que incluía 3 
concentraciones a probar de cada componente (sal metálica, exopolisacárido y 
ácido ascórbico) se logró sintetizar nanopartículas estables de NiO y ZnO, se 
caracterizaron mediante diferentes técnicas observando los plasmones de 
resonancia de superficie característicos para estos metales, mediante 
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espectrofotometría infrarroja se observó que las nanopartículas se encuentran en 
la red polimérica del exopolisacárido utilizado, mediante microscopía electrónica 
se determinó un tamaño de partícula de 26 y 8 nm para las nanopartículas de Ni 
y Zn, respectivamente, sintetizadas en la matriz del EPS.  
Dos cepas bacterianas resistentes a antibióticos, S. aureus y P. 
aeruginosa, fueron utilizadas para conocer la actividad antimicrobiana de los 
compósitos obtenidos. Utilizando el compósito que contiene nanopartículas de 
NiO se logró inhibir tanto el crecimiento como la producción de biofilm de la cepa 
grampositiva a una concentración de 3 mg/mL, así como a la cepa gramnegativa 
a una concentración de 2 mg/mL. Mientras que el compósito que contiene las 
nanopartículas de ZnO solo logró inhibir el crecimiento de la cepa grampositiva a 
una concentración de 1 mg/mL, siendo incapaz de inhibir el crecimiento de la 
cepa gramnegativa ni la producción de biofilm de ambas cepas. 
El compósito que contiene las nanopartículas de NiO fue utilizado en 
combinación con diferentes antibióticos con el fin de conocer si es capaz de 
potenciar el efecto de los mismos. Utilizando combinaciones de concentraciones 
menores a la inhibitoria se observó que este compósito es capaz de potenciar el 
efecto inhibitorio de los antibióticos ampicilina, kanamicina y cloranfenicol contra 
la cepa grampositiva, así como el efecto inhibitorio de kanamicina, cloranfenicol 
y ciprofloxacino contra la cepa gramnegativa. De manera similar se utilizaron 
combinaciones del compósito y antibióticos para conocer si es capaz de inhibir la 
producción de biofilm, observando que este efecto inhibitorio es nulo. 
Con el fin de conocer la posibilidad de utilizar los compósitos para 
tratamiento de infecciones se determinó la toxicidad in vivo, vía oral, de ambos 
compósitos, así como del exopolisacárido sin modificar. Se encontró que los tres 
compuestos a una concentración mayor a las inhibitorias encontradas no posee 
efecto tóxico, evidenciado por la falta de diferencia significativa en los valores de 
parámetro renales determinados. 
En base a los resultados obtenidos se puede concluir que el compósito de 
exopolisacárido que contiene nanopartículas de NiO es un buen candidato para 
utilizarse como agente antimicrobiano en el tratamiento de infecciones causadas 
por Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa al poseer la capacidad 
de inhibir tanto el crecimiento como la producción de biofilm, así como no 
presentar toxicidad vía oral en ratas Wistar. 
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CAPÍTULO 1 
 
INTRODUCCIÓN 
 
1.1 La biotecnología 
La palabra “biotecnología” fue acuñada alrededor de 1919 por el ingeniero 
agricultor húngaro Karoly Ereky, quien utilizó el término en el título de su libro 
“Biotecnología de la producción de carne, grasa y leche en industrias agricultoras 
a gran escala”. Ereky había establecido una granja de cerdos donde estos cerdos 
(llamados “máquinas biotecnológicas”) convertían productos y desechos 
agrícolas en carne, grasa y piel.  
La biotecnología, como sugiere su nomenclatura, es la combinación de la 
biología y la tecnología. Implica el uso de la tecnología para utilizar, modificar o 
mejorar completamente, o una parte de, un sistema biológico para el bienestar 
humano o industrial. También se puede definir como “el uso integrado de la 
bioquímica, microbiología e ingeniería para alcanzar aplicaciones tecnológicas 
de las capacidades de los microorganismos y los cultivos celulares”. Por lo tanto, 
la biotecnología nos permite utilizar a los microorganismos como pequeñas 
máquinas productoras de compuestos de interés (como Ereky utilizaba a los 
cerdos como productores de carne) tales como proteínas, secuencias genéticas, 
metabolitos primarios precursores de compuestos de interés industrial, así como 
metabolitos secundarios de interés, como son los antibióticos y los 
exopolisacáridos (1).  
1.2 Exopolisacáridos microbianos 
En las últimas décadas se ha incrementado rápidamente el interés en 
polisacáridos y glicosustancias tanto en un punto de vista fundamental, con 
respecto a determinar su estructura, como en un punto de vista de aplicación, 
considerando su utilidad biotecnológica. Esta última característica deriva 
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enormemente en la diversidad de las propiedades estructurales y funcionales, 
incluso cuando están mayoritariamente compuestos por bloques (azúcares) muy 
similares. Con los polisacáridos se pueden obtener gran variedad de estructuras, 
moléculas extendidas como xantanos y schizofilanos; estructuras lineares con 
espirales al azar como los dextranos y pululanos; estructuras ramificadas como 
el glicógeno y la amilopectina; polianiones como los alginatos, pectinas, 
carrageninas, demás de policationes como lo son la microcelulosa y el quitosano 
(2).  
 
Figura 1. Estructura de algunos polímeros microbianos. Composición y estructura de exopolímeros 
microbianos: a) Xantano, b) Dextrano, c) Pollullan y d) alginato. n representa el grado de polimerización, 
el cual puede diferir entre cepas y condiciones de cultivo. Imágenes tomadas de Sathiyanarayanan et al. 
(3) 
 
Los polisacáridos son polímeros de carbohidratos con una gran diversidad 
estructural, desde una estructura lineal del mismo monómero hasta estructuras 
altamente ramificadas de muchos azúcares. Hay dos tipos de polisacáridos, 
aquellos que sirven para almacenamiento de energía, y aquellos estructurales, 
comúnmente extracelulares, exopolisacáridos (EPS), producidos y secretados 
por microorganismos, que se acumulan fuera de la célula (4). Debido a su 
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diversidad en composición, estructura y propiedades físicas, los EPS se han 
utilizado para aplicaciones en alimentos, farmacéutica y otras industrias (5). El 
término exopolisacárido se ha utilizado ampliamente para describir polisacáridos 
externos a aquellos estructurales en la superficie del microorganismo y puede ser 
aplicado a los polímeros de composición variada (6). Se cree que los EPS 
microbianos contribuyen a diferentes funciones como la formación de biofilms, 
adherencia a superficies, protección contra condiciones ambientales adversas, 
protección de respuestas inmunológicas y comunicación entre los 
microorganismos (7). Se han caracterizado más de 30 EPS, varios son 
monopolisacáridos, pero la mayoría de estos son heteropolisacáridos que 
consisten en una mezcla de azúcares (4). Los EPS pueden variar entre cepas de 
la misma especie, así entre los EPS microbianos se encuentran la xantana, el 
alginato, gelano, pululano, ácido hialurónico, dextrán y el escleroglucano. 
Levaduras de diferentes géneros también son productoras de EPS, entre los que 
se encuentran mananos, glucanos, glucomananos, galactomananos y 
fosfomananos (8,9). 
Recientemente, se ha descrito una función no esperada para estas 
moléculas, la capacidad de inhibir la producción de biofilms, conocidos como 
polisacáridos antibiofilm. A pesar de que el modo de acción de estos EPS aún no 
se conoce completamente, no se ha identificado acción biocida, lo que indica que 
su actividad antibiofilm es mediada por diferentes mecanismos. Se sugiere que 
estas moléculas actúan como modificadores de las propiedades físicas tanto de 
las superficies bióticas como las abióticas (10). Además, como polímeros de 
azúcares, tienen también la capacidad de actuar como inhibidores de lectina. 
Estas tienen la función de facilitar la adherencia de las bacterias a los hospederos 
(4). De esta forma, los EPS antibiofilm representan una alternativa prometedora 
para diversas aplicaciones médicas e industriales. En años recientes, los 
polisacáridos derivados de planta, animales y microorganismos recibieron mucha 
atención como agentes estabilizadores y/o reductores. Actualmente, los 
polisacáridos microbianos, especialmente los exopolisacáridos, están siendo 
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investigados y utilizados en la síntesis de diversas NPs metálicas para una 
variedad de aplicaciones (3). 
1.3 Desarrollo de agentes terapéuticos contra enfermedades infecciosas 
Uno de los acontecimientos de gran impacto en la terapéutica humana 
durante el siglo XX fue el descubrimiento de los antibióticos, iniciando con la 
penicilina de Fleming en 1928. A partir de este acontecimiento las compañías 
farmacéuticas comenzaron la producción a gran escala de una gran variedad de 
compuestos antimicrobianos obtenidos en la llamada “era dorada de los 
antibióticos”, entre 1940-1970 (11,12).  
Los antibióticos actúan de distintas maneras sobre los microorganismos, 
sus mecanismos se pueden englobar en tres objetivos comunes (13): la síntesis 
de la pared celular, la síntesis de proteínas bacterianas y por último la replicación 
y reparación del DNA. Una de las familias de antibióticos que actúan a nivel de 
la síntesis de la pared celular es la de los β-lactámicos, estos ejercen su efecto 
sobre los dominios transpetidasas y transglicosidasas, conocidas como proteínas 
de unión a penicilina (PBPs por sus siglas en inglés, penicillin-binding proteins), 
actuando como pseudosustratos que interrumpen la unión al sitio activo 
impidiendo el correcto entrecruzamiento de las cadenas peptídicas que 
conforman el peptidoglicano, dejando la célula mecánicamente débil y 
susceptible a daños por presión osmótica y lisis (13). Entre estos se encuentran 
ampicilina y meticilina. La primera es un derivado de la penicilina, introducida en 
1967, que posee un grupo funcional carboxilo en lugar de un grupo amino (14); 
la segunda, un derivado semi-sintético, fue inicialmente utilizada contra cepas 
resistentes a penicilinas, mostrando buenos resultados al ser estable cuando es 
atacada por β-lactamasas (15).  
La familia de los antibióticos aminoglucósidos interviene en las funciones 
celulares correspondientes a la síntesis de proteínas al unirse al sitio ribosomal-
A (16) de la subunidad 30S de los ribosomas causando, una vez unida a la 
subunidad 50S (17), una mala interpretación de la lectura o una interrupción 
prematura de la síntesis proteica. Entre estos se encuentra la kanamicina, un 
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antibiótico de amplio espectro purificado en mayor parte como kanamicina A, y 
en menor grado como kanamicina B, C y D (18). 
Entre los antibióticos que intervienen en la síntesis y reparación del DNA 
se encuentran las quinolonas, un grupo de antibióticos sintéticos que afecta tanto 
a bacterias grampositivas como gramnegativas. Estos actúan sobre la enzima 
topoisomerasa II, conocida como DNA girasa que se encarga de plegar y enrollar 
el DNA bacteriano, inhibiendo la subunidad A e interrumpiendo su actividad, 
dejando el DNA expuesto a la acción de las exonucleasas bacterianas (19). Uno 
de los antibióticos pertenecientes a esta familia es la fluoroquinolona 
ciprofloxacino, usado de manera rutinaria para el tratamiento de enfermedades 
infecciosas en vías urinarias (20). 
 
Figura 2. Objetivos comunes de diversos antibióticos. Representación de las estructuras bacterianas 
que son atacadas por una variedad de antibióticos; 1: la integridad de la doble cadena de DNA por ejemplo 
al ser atacada por las quinolonas dejando a este vulnerable; 2: la síntesis de proteínas se ve comprometida 
cuando los antibióticos, como los aminoglucósidos o los macrólidos, intervienen en el correcto 
ensamblaje de los ribosomas e interpretación de la cadena poli peptídica; y 3: la síntesis e integridad de 
la pared celular, la cual se ve comprometida cuando intervienen antibióticos como las penicilinas y 
derivados o las cefalosporinas impiden la formación de la pared celular. 
 
Sin embargo, fue prematuro concluir que con estos descubrimientos y la 
amplia distribución entre la población que padeciera de infecciones se lograría 
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erradicar el problema. El aumento en el uso de los antibióticos durante las últimas 
décadas ha ejercido una presión selectiva en la comunidad microbiana del 
mundo, causando que las bacterias susceptibles a los compuestos 
antimicrobianos no sean capaces de sobrevivir, favoreciendo el crecimiento de 
aquellas bacterias capaces de resistir el efecto de uno o varios antibióticos 
(21,22). 
Existen diferentes mecanismos por los cuales los microorganismos son 
capaces de resistir los efectos causados por los diversos antibióticos, entre los 
cuales se encuentran (13,23): la destrucción del antibiótico por la acción de 
enzimas bacterianas, forma en que actúan las enzimas beta-lactamasas en las 
cepas resistentes a penicilina y derivados; la modificación enzimática de los 
grupos funcionales del antibiótico, como la adición del fosfato terminal del ATP a 
las moléculas de kanamicina (24); y a través de estructuras proteicas llamadas 
bombas de flujo, encargadas de expulsar una gran variedad de moléculas 
dañinas hacía el exterior de la bacteria. 
 
Figura 3. Mecanismos generales de resistencia a antibióticos. Representación gráfica de los diferentes 
mecanismos por los cuales un microorganismo puede crear resistencia a uno o varios antibióticos, 
mediante la expresión de diferentes tipos de proteínas codificadas en uno o varios plásmidos. Las bombas 
de flujo expulsan a los antibióticos del citosol; el antibiótico puede sufrir modificaciones por parte de las 
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enzimas al agregar/cambiar grupos funcionales que atenúen su función, así como sufrir degradación por 
acción de enzimas liberando fragmentos de la molécula original con nula actividad antimicrobiana. 
 
1.4 Resistencia bacteriana a los antibióticos y la influencia de los biofilms 
La resistencia bacteriana a los antibióticos se puede definir como la 
capacidad de un microorganismo de sobrevivir a la exposición de un agente 
antimicrobiano, incluso a más de uno, al cual era originalmente vulnerable. Como 
ejemplo tenemos el caso de la penicilina, la cual comenzó a ser producida de 
manera industrial en el año 1943 disminuyendo dramáticamente la problemática 
referente a enfermedades infecciosas, sin embargo, después de unos cuantos 
años, 1947, comenzaron a aparecer casos de cepas microbianas resistentes a 
este antibiótico (25). Años más tarde, entre los años 1950-60s, se comenzaron a 
ver casos de bacterias como E. coli, Shigella y Salmonella resistentes a múltiples 
fármacos (26), introduciendo una nueva amenaza que enfrentar en el área de las 
enfermedades infecciosas. El problema del crecimiento explosivo de bacterias 
resistentes ha empeorado en las últimas décadas, y combatirlo no ha sido fácil 
debido a una disminución en el número de nuevos agentes antibacterianos (27), 
limitando los tratamientos disponibles. 
Figura 4. Evolución de la resistencia a los antibióticos. Representación temporal sobre la aparición de 
cepas resistentes a diversos antibióticos al incrementarse su venta y distribución a la población. 
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Esta problemática se ve reflejada de diferente manera entre países, en 
general es mayor en países en desarrollo que en países desarrollados. Entre las 
amenazas comunes se encuentra el grupo ESKAPE (28), que incluye los 
patógenos comúnmente más letales, entre ellos Enterococcus, Staphylococcus, 
Klebsiella, Acinetobacter, Pseudomonas, Enterobacter. En México existe una 
falta de información acerca de la cantidad de antibióticos utilizados para 
propósitos clínicos y no-clínicos. Además es probable que los médicos 
mexicanos utilicen los antibióticos tan mal como sus colegas extranjeros, es 
decir, erróneamente en aproximadamente la mitad de los casos (29). En América 
latina (21), se reporta una elevada incidencia de infecciones causadas por 
Klebsiella pneumoniae y E. coli resistente a cefalosporinas de tercera generación, 
así como este último resistente a fluoroquinolonas, dos clases de fármacos 
importantes y muy utilizados para tratamientos de enfermedades infecciosas. En 
algunos entornos, hasta un 90% de los casos de infecciones hospitalarias son 
causadas por S. aureus resistente a meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés, 
Methicilln-resistant Staphylococcus aureus), lo cual significa que el tratamiento 
con los antibióticos habituales no es suficiente para combatir el problema. Se 
puede dar una idea de las complicaciones que estas enfermedades infecciosas 
pueden causar, se calcula que, en Canadá, MRSA genera un costo de entre $42-
59 millones de dólares anualmente (30). El Centro de Control y Prevención de 
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés, Center of Desease Control and 
Prevention) reporta (31), tan solo en el 2013, un total de 80 000 casos de 
infecciones y 11 000 muertes por MRSA, incluidas en los más de 2 millones de 
infecciones y más de 23 mil muertes por enfermedades infecciosas causas por 
diferentes microorganismos incluidos en el grupo ESKAPE. De esta forma las 
enfermedades infecciosas representan el 26% de las muertes totales a nivel 
mundial (32), así como el lugar número 28 de diagnóstico más común en 
pacientes hospitalizados, en el caso de infecciones de piel y tejidos suave (4). En 
un ambiente hostil, las bacterias buscarán sobrevivir y comenzarán a formar una 
matriz polimérica extracelular conocida como biofilm (ing. biopelícula) (34). Las 
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poblaciones bacterianas dentro de los biofilms expresan de manera diferente 
factores como moléculas de superficie, resistencia a antibióticos, 
aprovechamiento de nutrientes y factores de virulencia. Debido a la estructura de 
la red polimérica, dentro de los biofilms existen zonas en gradiente de nutrientes, 
metabolitos secundarios, crean zonas anóxicas y ácidas en su interior (35). Así, 
en las zonas donde exista una deficiencia de nutrientes puede desarrollarse un 
estado estacionario, que puede ser responsable de la resistencia a antibióticos 
asociada a los biofilms (36).  
A pesar de que la matriz no inhibiría la penetración de antibióticos al 
interior del biofilm, puede retardar su ritmo de entrada el tiempo suficiente para 
que la población microbiana comience a expresar genes que medien la 
resistencia a los mismos (37). En un estudio, Gillis et al. (38) reportaron que, a 
diferencia de las células planctónicas (no formando biofilm), P. aeruginosa en 
biofilm resistió el efecto de azitromicina debido a una bomba de flujo, la cual solo 
fue expresada en presencia del antibiótico. En otros estudios se ha observado 
que en biofilms de E. coli, las cepas que poseen el locus mar (ing. multiple 
antibiotic resistance; resistencia múltiple a antibióticos) resisten al antibiótico 
ciprofloxacino de manera similar a aquellas cepas que no poseen el locus (39). 
De esta forma, es apreciable que se manifiestan múltiples mecanismos de 
resistencia a antibióticos en las células de un biofilm, dependiendo del tipo de 
bacteria o de antibiótico (35). 
Las infecciones por biofilms son de gran importancia debido a que las 
bacterias exhiben una resistencia general a compuestos antimicrobianos, 
además de ser persistentes a pesar de las defensas constantes del huésped, se 
estima que son responsables de más del 65% de infecciones nosocomiales, así 
como de un 80% de todas las infecciones microbianas (35,40). Debido a esto, y 
a la creciente problemática de las bacterias resistentes a los diversos agentes 
antimicrobianos en existencia, la necesidad de poseer las herramientas para 
combatir esta problemática aumenta, encaminando a los diversos investigadores 
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en el área a buscar nuevas alternativas para el tratamiento de enfermedades 
infecciosas causadas por este tipo de bacterias.  
1.5 Métodos para la determinación de efectos antimicrobianos de 
potenciales agentes terapéuticos 
Con la gran problemática de la resistencia a antibióticos, la necesidad de 
desarrollar nuevas posibilidades de tratamiento es evidente. Existen tres 
enfoques que se han aplicado en la búsqueda de nuevos antibióticos o agentes 
antimicrobianos: 1) Cribado biodirigido: basado en la búsqueda de compuestos 
activos obtenidos a partir de extractos de plantas, o compuestos extraídos de 
microorganismos en conjunto con pruebas in vitro; 2) Cribado químico: enfocado 
en la identificación de nuevas moléculas, sin tomar en cuenta su actividad 
biológica; 3) Cribado sitio-dirigido: donde se buscan compuestos que ataquen un 
objetivo definido. La principal desventaja de estos enfoques es que se necesita 
evaluar un inmenso número de metabolitos (12).  
Conocer la susceptabilidad de un microorganismo a un agente 
antimicrobiano “nuevo” es un paso clave para el desarrollo de nuevas terapias 
capaces de combatir los microorganismos resistentes que actualmente se 
presentan en los múltiples casos de enfermedades infecciosas causadas por esta 
clase de microorganismos. Un dato sumamente útil es la concentración mínima 
inhibitoria (MIC, ing. Minimum Inhibitory Concentration), la cual se define como la 
concentración más baja necesaria para inhibir el crecimiento del microorganismo 
en condiciones óptimas para su crecimiento capaz de ser detectada a simple 
vista. Existen diferentes métodos para la determinación de la MIC, entre ellos 
están los métodos de difusión y de dilución.  
Entre los métodos de difusión se encuentra el método de difusión en disco. 
Desarrollado en 1940 (41), este método es el utilizado de manera oficial en la 
mayoría de los laboratorios de análisis clínicos para determinar la susceptabilidad 
de un microorganismo a un agente antimicrobiano. En un ensayo típico, cajas de 
agar son inoculadas con una cantidad estandarizada de microorganismo 
expandiéndolo por todo el agar. Después, pequeños discos (aprox. 6 mm) de 
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papel filtro, impregnados con el compuesto de interés, son colocados en la 
superficie del agar. Después de incubar a las condiciones idóneas para el 
microorganismo utilizado se visualizan los halos de inhibición causados por la 
difusión del agente antimicrobiano en el agar. Existen variantes al método 
estándar de difusión, en los cuales se puede colocar el agente antimicrobiano es 
colocado en pocillos, de diámetro de 6-8 mm, realizados asépticamente. Para 
este método el agente debe ser colocado en solución, siendo no apropiado para 
compuestos en dispersión. A pesar de que el método de difusión esté tan 
estandarizado y sea de una gran utilidad en pruebas de importancia clínica, no 
es un método de excelencia para la determinación de la MIC, ya que es 
prácticamente imposible determinar la cantidad de agente antimicrobiano que se 
difundió del disco impregnado al agar, aunque puede ser utilizado para generar 
datos aproximados de la MIC y delimitar el rango de concentraciones a evaluar 
para el efecto antimicrobiano. Sin embargo, esta metodología presenta una gran 
ventaja, la cual es la posibilidad de evaluar el efecto de diferentes agentes 
antimicrobianos a la vez, así como su bajo costo, su simplicidad y la facilidad de 
interpretar los resultados obtenidos (42).  
Los métodos de dilución son más apropiados para la determinación de la 
MIC de un compuesto, ya que ofrece la posibilidad de conocer la concentración 
del agente antimicrobiano tanto en los métodos en medio sólido, como aquellos 
en caldo (macro- o microdilución), siendo ambos capaces de medir 
cuantitativamente la actividad in vitro del compuesto de interés. Los métodos en 
caldo, tanto macro como microdilución, consisten en preparar diluciones 
seriadas, en relación 1:2, del agente antimicrobiano en un medio de cultivo líquido 
colocado en tubos (macrodilución) o en placas de 96 pocillos (microdilución). 
Estos son inoculados con una cantidad estandarizada de microorganismo, 
mezclados apropiadamente, para llevarse a incubar y observar el resultado al 
final de la prueba, generalmente 20-24 horas después. Generalmente se coloca 
como concentración final de microorganismo 2-5x105 UFC/mL. En los métodos 
de medio sólido se sigue una metodología similar, preparando las diluciones en 
agar fundido, para luego vaciarse y una vez sólido inocular el microorganismo. 
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Sin embargo, estos métodos solo nos dicen si el compuesto es capaz de inhibir 
el crecimiento del microorganismo, para conocer la concentración mínima 
bactericida (MBC, ing Minimum Bactericidal Concentration) es necesario realizar 
un cultivo sólido de aquellos pocillos, o tubos, sin crecimiento, siendo la MBC 
aquella concentración que sea capaz de impedir el crecimiento de los 
microorganismos en este cultivo sólido (42). 
1.6 Uso de terapias combinatorias para el tratamiento de enfermedades 
infecciosas 
Para contrarrestar el problema de la resistencia a antibióticos, una 
atractiva estrategia es la reintroducción de antibióticos de uso actual y previo, a 
los cuales existe resistencia, y utilizarlos en combinación con otros agentes 
antimicrobianos o sensibilizantes (43). Generalmente, las terapias combinatorias 
utilizadas consisten en antibióticos β-lactámicos y un aminoglucósido o una 
fluoroquinolona, en su mayoría para el tratamiento de infecciones causadas por 
bacterias gramnegativas(44).  
A pesar de que existen ventajas teóricas sobre el uso de terapias 
combinatorias observadas tanto en ensayos in vitro como en estudios con 
animales, la evidencia clínica se encuentra aún en controversia. Sin embargo, el 
uso de las terapias combinatorias para el tratamiento de enfermedades 
infecciosas se justifica principalmente por tres razones: (i) la amplia cobertura 
empírica de dos agentes antimicrobianos con diferentes espectros de actividad, 
(ii) para aprovechar la sinergia observada en estudios in vitro de estos dos 
agentes comparados a cuando solo se utiliza uno de ellos y (iii) para prevenir o 
demorar el desarrollo de resistencia durante la terapia antimicrobiana (44). 
Existe evidencia de que pacientes con infecciones causadas por 
microorganismos resistentes a múltiples antibióticos son más propensos a 
presentar un retraso en los efectos de una terapia efectiva y los riesgos de estos 
se pueden evitar con la adición de un segundo agente (45) Un beneficio potencial 
de agregar un segundo agente a la terapia antimicrobiana es el efecto sinérgico 
de la combinación, ya que podría eliminar el microorganismo más rápidamente 
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que en monoterapia (46). Para esto se puede evaluar el efecto de diferentes 
combinaciones de dos agentes antimicrobianos mediante la técnica 
checkerboard. El término checkerboard hace referencia al patrón formado por la 
múltiple dilución de dos agentes antimicrobianos en concentraciones menores a 
sus MICs contra el microorganismo de prueba. Generalmente se ponen a prueba 
cuatro o cinco diluciones de la MIC, en relaciones 1:2, además de incluir una fila 
(o columna) de pocillos con cada agente antimicrobiano solo. De esta forma, el 
ensayo checkerboard consiste en columnas de la droga A diluida sobre el eje x y 
filas de la droga B diluida sobre el eje y, dando como resultado que cada pocillo 
posee una combinación única de los agentes antimicrobianos a prueba (47). El 
efecto sinérgico puede determinarse como cuando el efecto combinado de los 
agentes antimicrobianos sea mayor al predicho a partir de sus efectos 
individuales (48). 
 
Figura 5. Combinaciones de prueba típicas para ensayos checkerboard de un antimicrobiano A y 
un Antimicrobiano B. El recuadro blanco indica el cultivo control y los recuadros con sombra indican 
los pocillos de prueba. 
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1.7 Nanotecnología y las nanopartículas 
La nanotecnología es la ciencia que estudia la materia en escala de 10-9 
m (nanómetros, nm), así como su manipulación en escala atómica y molecular 
(49). Es un campo de la ciencia interdisciplinario y prometedor que proporciona 
materiales a escala nanométrica con posibles aplicaciones médicas, eléctricas, 
mecánicas, catalíticas, fotónicas, biotecnológicas, entre otros. En las últimas 
décadas se ha incrementado el espectro de estas aplicaciones, y con esto el 
interés en el uso de nanopartículas (50). Las nanopartículas se definen como 
aquellas partículas con un tamaño entre 10-1000 nm, y dependiendo el método 
de síntesis se pueden obtener nanopartículas, nanoesferas, nanotubos, entre 
otros (51). Existen dos enfoques en la síntesis de nanopartículas que afectan 
considerablemente sus propiedades, denominadas como “top-down” y “bottom-
up”. En la técnica top-down se trabaja con el material en bruto y se va reduciendo 
su tamaño hasta la escala nanométrica por diversas técnicas, como 
descomposición térmica, ablación láser, entre otras. La técnica de bottom-up 
(llamada también de auto-ensamblaje) la síntesis involucra un sistema 
homogéneo donde se producen las nanoestructuras por acción de un agente 
reductor (moléculas, polímeros, enzimas), donde intervienen factores como el 
medio y las condiciones de reacción (solventes, estabilizantes, temperatura, etc.) 
(49).  
El enfoque bottom-up, es la técnica más utilizada en biotecnología, ya que 
tiene mayor posibilidad de generar nanoestructuras con menos defectos, 
composición química más homogénea. Varios métodos de síntesis se pueden 
agrupar en dos categorías: los enfoques termodinámicos o los enfoques 
cinéticos. En los termodinámicos el proceso consiste en generar una (i) 
supersaturación, (ii) nucleación, y (iii) el subsecuente crecimiento. En el enfoque 
cinético, la formación de nanopartículas se alcanza ya sea limitando la cantidad 
de precursor disponible para el crecimiento, o confinando el proceso a un espacio 
limitado (52).  
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Las NPs metálicas se utilizan en diversos campos como son los sistemas 
de almacenamiento electrónico, biotecnología, separación magnética y pre-
concentración de analitos, vehículo para la entrega de fármacos y material 
genético (53), así como el desarrollo de agentes antibacterianos. Aquellas 
utilizadas en el campo de la biotecnología varían su tamaño entre los 10-500 nm, 
sin exceder los 700 nm, debido a las características que estos tamaños les 
proporcionan, entre las cuales se encuentra su alta área superficial que le 
confiere diversas propiedades (53,54). 
1.7.1 Síntesis de nanopartículas metálicas 
Para la formación de NPs metálicas de tamaños homogéneos se obtiene 
en la mayoría de los casos por la combinación de bajas concentraciones de un 
soluto y una capa polimérica sobre las superficies de crecimiento. Aquí, varios 
tipos de precursores, agentes reductores, otros factores y métodos se han 
utilizado para promover o controlar la reacción de reducción, la nucleación inicial 
y el subsecuente crecimiento del núcleo inicial (52).  
1.7.2 Influencia del agente reductor 
La distribución y el tamaño de las NPs varia significativamente con el tipo 
de agente reductor utilizado, en general, un reductor fuerte contribuye a una 
rápida reacción y favorece la formación de NPs de pequeño tamaño, mientras 
que un reductor débil induce una reacción lenta y la obtención de partículas 
relativamente grandes, sin embargo, puede resultar en una distribución de 
tamaños más homogénea. Si no se genera una nucleación secundaria, o 
formación de nuevos núcleos, una reducción lenta daría lugar a un crecimiento 
controlado por difusión, debido a que el crecimiento del núcleo sería controlado 
por la disponibilidad de átomos zero-valentes. Consecuentemente, se obtendría 
una distribución de tamaños homogénea (52).  
1.7.3 Influencia del polímero estabilizador 
A pesar de que los polímeros estabilizadores se introducen principalmente 
para formar una monocapa en la superficie de las nanopartículas para prevenir 
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la aglomeración de las NPs, la presencia de estos polímeros durante la formación 
de estas puede influir en el proceso de crecimiento de las NPs. Las interacciones 
entre la superficie sólida y el polímero pueden variar significativamente por la 
química de la superficie sólida, el polímero, el solvente y la temperatura. Una 
fuerte adsorción de los polímeros podría ocupar los sitios de crecimiento para las 
NPs y por lo tanto reducir su tasa de crecimiento. Además, los polímeros pueden 
también interaccionar con el soluto, catalizador, o con el solvente de reacción, e 
intervenir en la reacción (52).  
1.7.4 Síntesis verde de nanopartículas metálicas 
Existen diferentes métodos físicos y químicos para su síntesis, aunque 
usualmente suelen ser costosos y potencialmente dañinos para el ambiente, por 
lo que se buscan alternativas para obtenerlas de una manera “eco-amigable”. De 
esta forma se han propuesto métodos basados en utilizar organismos vivos o 
partes de ellos, como lo son plantas y microorganismos para la obtención de NPs, 
lo cual tiene como ventajas un bajo costo y tiempo de producción, seguridad y la 
posibilidad de producción a grandes volúmenes (55). 
Para el desarrollo de la síntesis verde, se han propuesto tres factores 
importantes que deben considerarse: la elección de un solvente, un agente 
reductor y un material estabilizante, siendo todos no-tóxicos para el ecosistema 
(56). La síntesis biológica es un enfoque “eco-amigable” y costo-efectivo en 
donde se utilizan materiales renovables para la reducción del metal y 
estabilización de las NPs (57). Se han utilizado polvos y extractos de plantas para 
estos fines, sin embargo, estos llegan a tener una gran variedad de compuestos, 
lo cual puede afectar la síntesis. Los métodos de síntesis de NPs mediada por 
microorganismos son por mucho mejor a aquellos basados en utilizar plantas, ya 
que son de fácil manipulación bajo condiciones de laboratorio, además se pueden 
optimizar por modificaciones genéticas (58). Los EPS microbianos poseen la 
capacidad de coordinar iones metálicos, debido a esto se les considera una 
alternativa atractiva a los diversos compuestos que se utilizan en la síntesis 
físico/químicas. Estos EPS son clasificados como aniónicos, catiónicos o no-
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iónicos, se cree que los polisacáridos polianiónicos, debido a gran cantidad de 
estos grupos funcionales, los cuales interaccionan fuertemente con los iones 
metálicos en el proceso de síntesis de NPs, logran un mejor control sobre la 
forma, tamaño y dispersión de las mismas, además, la capacidad de los EPS 
para formar películas se puede aprovechar para el almacenamiento de NPs 
metálicas sin presentarse aglomeración (59,60).  
1.7.5 Caracterización de nanopartículas metálicas 
Conocer la forma y el tamaño de las nanoestructuras formadas es de gran 
importancia, ya que estos parámetros determinan sus propiedades físicas. 
Generalmente las técnicas que se utilizan para caracterizar estas estructuras son 
la medición del espectro UV-Vis, espectroscopia de infrarrojo (FTIR, ing Fourier 
Transform Infrared), microscopía electrónica, tanto de barrido (SEM, ing 
Scanning Electron Microscopy) como de transmisión (TEM, ing Transmission 
Electron Microscopy) acompañado con la espectroscopia de energía de 
dispersión de rayos-X (EDS, ing Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) para 
conocer la composición elemental de la muestra. Cada una de estas técnicas nos 
da información sobre la naturaleza de la muestra sintetizada. Uno de los cambios 
más notorios en la síntesis de nanopartículas es el cambio de color entre la 
solución inicial y la dispersión de nanopartículas obtenidas, este cambio es 
debido a su plasmón de resonancia de superficie (SPR, ing Surface Plasmon 
Resonance) el cual se origina por el movimiento de la banda de electrones que 
interacciona con un campo electromagnético. El color que se observa es causado 
por la fuerte absorción de las nanopartículas metálicas cuando la frecuencia del 
campo electromagnético se vuelve resonante con el movimiento de los 
electrones. El SPR, además de evidenciar de manera instrumental que la síntesis 
de nanopartículas se llevó a cabo, nos ayuda a monitorear el crecimiento y la 
estabilidad de las NPs obtenidas (61). La técnica de TEM es ampliamente 
utilizada para estudiar el tamaño y la forma de las NPs sintetizadas, mientras que 
SEM además nos ayuda a analizar la mofología de las NPs. Una técnica de gran 
utilidad para la caracterización de NPs sintetizadas por metodologías verdes es 
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la medición de FTIR, ya que generalmente durante la síntesis y/o estabilización 
la NP recibe grupos funcionales provenientes del agente estabilizador. En una 
síntesis típica utilizando EPS, los grupos funcionales que se encuentran al 
analizar las NPs sintetizdas por FTIR incluyen grupos hidroxilo y carbonilos 
provenientes de ácidos carboxílicos entre otros(3).  
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CAPÍTULO 2 
 
ANTECEDENTES 
 
La resistencia a antibióticos es un problema que ha estado en constante 
presencia en nuestra sociedad, no solo a nivel hospitalario sino también en 
ambientes no hospitalarios. Así, el incremento en la posibilidad de encontrarse 
con una bacteria resistente a algún antibiótico es uno de los problemas más 
importantes a nivel mundial, amenazando cada vez a más personas con el paso 
del tiempo. Por esta razón, la necesidad de desarrollar nuevas formas de 
combatir esta problemática se incrementa (62). 
Se sabe que el uso de diversos metales debido a sus propiedades 
antimicrobianas se practica desde la antigüedad en la historia de la humanidad. 
Antiguas civilizaciones utilizaron estos conocimientos con diversos fines en el 
ámbito sanitario. Se tienen registros del uso de cobre en el antiguo Egipto para 
esterilización de heridas en el pecho y agua potable (63), estas eran utilizadas 
directamente como sales de estos metales, como por ejemplo CuSO4 o AgNO3. 
Recientemente el uso de nanopartículas metálicas se ha ganado su lugar en 
varias ramas de la ciencia, entre ellas el desarrollo de agentes antimicrobianos. 
Sin embargo, para la obtención de estas NPs se requiere utilizar diversidad de 
compuestos químicos que pueden, a corto o largo plazo, afectar el medio 
ambiente, por lo que se buscan métodos alternos para su obtención.  
Los métodos bio-sintéticos tienen una mayor compensación en relación 
con los métodos clásicos, ya sea físicos o químicos, debido a su disponibilidad 
de más muestras biológicas y procedimientos eco-amigables. Así, diversas 
partes de plantas y microorganismos han sido ampliamente utilizados para la 
síntesis de NPs a través de varios procesos biológicos, enzimáticos y no 
enzimáticos (64). Se han investigado una amplia biodiversidad de plantas en la 
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síntesis de nanomateriales, utilizando desde las pantas completas hasta 
materiales derivados de ellas, como extractos, frutas, tejidos, entre otros (65).  
Por otra parte, la síntesis verde de NPs no solo abarca el uso de extractos 
de plantas, sino también existe la posibilidad de obtener NPs utilizando 
polímeros, como los exopolisacáridos (EPSs), ya que estos pueden actuar no 
solo como agente reductor, sino también como estabilizador/encapsulador de las 
NPs formadas (66), disminuyendo de esta forma la posibilidad de obtener una 
amplia dispersión de tamaños. Chen et al. (67) utilizaron el polímero poli(N-
isopropilacrilamida) para la síntesis de NPs de Ag, reportando que no solo el 
polímero sirvió como agente estabilizante, sino que promueve la adsorción de las 
NPs formadas. No todos los polímeros utilizados en la síntesis de NPs poseen la 
capacidad de actuar tanto de agente reductor como de agente estabilizador. Es 
aquí donde entran en juego el uso de agentes reductores no tóxicos para el medio 
ambiente, entre ellos se utilizan azúcares reductores, ácidos orgánicos, entre 
otros. Raveendran et al. (56) sintetizaron NPs de Ag a partir de una solución de 
AgNO3, glucosa como agente reductor y almidón como agente estabilizador, 
calentano levemente la solución obtuvieron NPs con tamaño promedio de 5 nm. 
Musa et al. (68) sintetizaron NPs de Cu a partir de CuSO4 utilizando celulosa 
nano-cristalina como agente estabilizador y ácido ascórbico (vitamina C) como 
agente reductor, observando el cambio de color que evidencia la formación de 
NPs, las cuales tenían un tamaño menor a 5 nm.  
Los EPSs poseen una variedad de propiedades, entre ellas la capacidad 
de adsorber/encapsular metales de transición en su red polimérica, debido a la 
variedad de grupos funcionales que poseen, en especial los grupos carboxilo, ya 
que son responsables de la alta capacidad de unión a metales que poseen estos 
polímeros. EPS de distintos microorganismos se han estudiado para medir sus 
capacidades de adsorción/reducción de metales de transición, así como la 
síntesis de nanopartículas a partir de estos polímeros. Además, los EPS son 
capaces de inhibir el crecimiento y la formación de biofilms de gran variedad de 
microorganismos. Valle et al. (69) utilizaron el EPS de una cepa de E. coli contra 
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una variedad de bacterias, encontrando que es capaz de inhibir E. coli, 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonie, y 
Enterococcus. En combinación con metales, Golberg et al. (70) utilizaron un EPS 
proveniente de la microalga Porphyridium, el cual posee iones de Cu(II) o Zn(II) 
acomplejados en su matriz, observando un cambio en su capacidad para inhibir 
la formación de biofilm en el material acomplejado con Cu(II). Distintos 
investigadores han estudiado la síntesis de nanopartículas con EPS de diversos 
microorganismos. Utilizando EPS de bacterias, Kanmani & Lim (50) sintetizaron 
NPs de Ag a partir de AgNO3 utilizando el EPS de Lactobacillus rhamnosus, 
colocando la solución de Ag en contacto con la solución del polímero bajo 
agitación constante, al cabo de 10 horas observaron el cambio de coloración de 
incolora a amarilla, lo cual indica que obtuvieron NPs de Ag. Utilizando otra 
bacteria, Sathiyanarayanan et al. (71) sintetizaron NPs de Au utilizando el EPS 
de Bacillus megaterium como agente reductor y estabilizante, colocando 5 mg/mL 
de EPS y 1 mM de HAuCl4 a temperatura ambiente, observando cada 12 horas 
hasta alcanzar una coloración rojiza que evidenciaba la síntesis de NPs, 
obteniendo un tamaño promedio de 5-20 nm. Diversos estudios se han realizado 
también utilizando EPS de microorganismos eucariotas, como los hongos y las 
levaduras. Bae et al. (72) utilizaron esquizofilano (SPN, por sus siglas en inglés), 
aislado a partir de Schizophyllum commune, como molde para la formación de 
nanotubos de Au a partir de NPs. También, el SPN fue utilizado para la 
preparación de un nanocomposito de AgNP/SPN, donde el exopolímero fue tanto 
el agente reductor como estabilizante (73). Chen et al. (74) sintetizaron NPs de 
Ag(I) utilizando un EPS extraído del hongo Cordyceps sinensis, observando que 
utilizando 10 mM de AgNO3 y 1 mg/mL de EPS calentando a 100°C por 60 min 
se obtenian NPs de tamaño cercano a los 40 nm. 
En los últimos años, se ha estudiado el efecto antimicrobiano de las 
nanopartículas de diversos metales de transición, entre los más utilizados se 
encuentran las NPs de Ag que se ha demostrado que poseen actividad 
antimicrobiana contra bacterias gramnegativas (75), aunque también se ha 
estudiado el efecto de NPs de otros metales de transición, como lo son el Cu, Zn, 
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Al, Ti, entre otros, para los cuales se ha observado actividad contra distintas 
cepas bacterianas tanto grampositivas como gramnegativas (76). Además, 
diversos grupos de investigación se han enfocado en observar si las NPs de 
metales son capaces de potenciar el efecto de antibióticos. Shahverdi et al. (77) 
observaron potenciación de penicilina G, amoxicilina, eritromicina, clindamicina y 
vancomicina con NPs de Ag contra E. coli y S. aureus. De manera similar, Fayaz 
et al. (78) observaron que NPs de Ag fueron capaces de potenciar el efecto de 
ampicilina, kanamicina, eritromicina y cloranfenicol contra bacterias 
grampositivas y gramnegativas.  
En estudios anteriores, Garza-González et al. (79) estudiaron el 
comportamiento de la levadura Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L al ser 
expuesta a distintas concentraciones de metales de transición, observando que 
ésta aumenta la producción de un EPS al estar en contacto con los metales 
incluidos en su estudio. También observaron que este EPS posee buenas 
propiedades de adsorción, y debido a que la producción de su EPS aumenta al 
encontrarse en crecimiento junto con los metales de transición, es posible utilizar 
el polímero para la bio-remediación de diversos metales y contaminantes. 
Vázquez-Rodríguez et al. (80) analizaron la actividad antibacteriana y antibiofilm 
contra una cepa E. coli, S. aureus y P. aeruginosa encontrando que a 2500 ppm 
inhibió el 27%, 60% y 24% del crecimiento, respectivamente. También, 
encontraron que esta misma concentración inhibió el 96% y el 30% la formación 
de biofilm para S. aureus y P. aeruginosa, respectivamente.  
En este grupo de investigación se ha estado trabajando con el uso de 
metales de transición para el desarrollo de agentes terapéuticos, especialmente 
agentes antimicrobianos, utilizando terapias combinatorias. Garza-Cervantes et 
al. (81) utilizaron combinaciones de iones Ag(I) con iones de Cu(II), Co(II), Cd(II), 
Ni(II) y Zn(II) para inhibir el crecimiento de E. coli y B. subtilis, utilizados como 
modelos de bacteria gramnegativa y grampositiva, respectivamente. Encontraron 
que varias combinaciones fueron capaces de inhibir de manera significativa el 
crecimiento de los microorganismos, observando un efecto sinérgico entre los 
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metales. En otro estudio, Garza-Cervantes et al. (82) demostraron la capacidad 
que poseen los iones de metales de transición Cu(II), Ni(II) y Zn(II) para potenciar 
el efecto antimicrobiano de los antibióticos ampicilina y kanamicina al combinarse 
en cultivos de cepas de E. coli y S. aureus sensibles y resistentes (mediante 
transformación con plásmidos) a los mismos, logrando no solo la inhibición de las 
cepas sensibles sino también la re-sensibilización de las cepas resistentes. 
Además, observaron que las combinaciones re-sensibilizadoras presentaban 
interacciones de naturaleza sinérgica al comparar los resultados con sus 
componentes individuales. 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, una de las alternativas para el 
combate de bacterias resistentes es el uso de nanopartículas (NPs) metálicas, 
así como el uso de exopolisacáridos (EPS) microbianos. De la bibliografía 
consultada, existen muchos estudios sobre potenciación de antibióticos con NPs, 
principalmente de Ag o de Au, pero hay muy poca información sobre este tema 
con otros metales de transición, de esta manera se propone la síntesis de NPs 
de Cu, Zn o Ni utilizando el EPS de Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L como 
agente estabilizador, las cuales se utilizarán en combinación con antibióticos, las 
cuales tendrá un mayor efecto antibacteriano y antibiofilm que sus componentes 
individuales, debido al efecto sinérgico que las NPs tendrían sobre el efecto del 
antibiótico.  
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CAPÍTULO 3 
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
3.1 Hipótesis 
Las nanopartículas de Cu, Ni o Zn sintetizadas utilizando el EPS de 
Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L como agente estabilizador, serán capaces 
de potenciar sinérgicamente la actividad de diversos antibióticos, logrando un 
mayor efecto antimicrobiano y antibiofilm que los componentes por separado. 
3.2 Objetivos 
3.2.1 Objetivo General: Desarrollar agentes antibacterianos y antibiofilms 
a partir de EPS de Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L con NPs de Cu, Ni o 
Zn, en combinación con antibióticos. 
3.2.2 Objetivos específicos: 
1. Producir y extraer EPS de la cepa Rhodotorula 
mucilaginosa UANL-001L 
2. Obtener un agente reductor eco-amigable 
3. Sintetizar NPs de Cu, Ni o Zn a partir del agente 
reductor eco-amigable, utilizando EPS de Rhodotorula 
mucilaginosa UANL-001L como agente estabilizador. 
4. Caracterizar la composición y morfología de las 
nanopartículas obtenidas. 
5. Obtener un agente antibacteriano a partir de las NPs 
producidas y el EPS de Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L. 
6. Realizar las pruebas antibacterianas necesarias para 
determinar la concentración mínima inhibitoria de los compósitos 
obtenidos en cepas bacterianas resistentes a antibióticos. 
38 
 
7. Realizar las pruebas para determinar la capacidad 
inhibitoria de biofilm de los compósitos obtenidos en cepas 
bacterianas resistentes a antibióticos. 
8. Realizar pruebas de toxicidad in vivo de los 
compósitos obtenidos. 
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CAPÍTULO 4 
 
METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 
 
4.1 Material y reactivos  
Cajas petri de vidrio marca KIMAX, matraces Erlenmeyer de 125, 250 y 
500 mL marca JENAerGLAS, tubos de vidrio para cultivo marca HACH, tubos de 
ensayo de 15 y 50 mL marca Corning, placas de 96 pocillos, fondo plano 
(Corning, Costar), celdas para espectrofotómetro de 10 mm (Brand), 
micropipetas de 2-20, 20-200, 100-1000 y 5-5000 L µL (Eppendorf) con sus 
respectivas puntillas desechables (Neptune), tubos para microcentrífuga de 1.5 
mL (Neptune), medios de cultivo: LB, Miller (Difco); YM (BD, Bioxon); agar 
bacteriológico (BD, Bioxon), sales de metales: CuSO4·5H2O (Desarrollo de 
Especialidades Químicas S.A. de C.V.), NiSO4·6H2O (Productos Químicos 
Monterrey S.A. de C.V.) y ZnSO4·7H2O (Productos Químicos Monterrey S.A. de 
C.V.), agua grado molecular (mQH2O), fosfato monobásico de sodio dihidratado 
y dibásico de sodio anhidro (Sigma Alrich), antibióticos: Ampicilina (A.G. Scientific 
Inc.), Kanamcina (A.G. Scientific Inc.), Ciprofloxacino (Sigma-Aldrich) y 
Cloranfenicol (Bio Basic, Canada Inc.); ácido ascórbico (Jalmek). 
4.2 Equipo de laboratorio 
Incubadora estática (Lab Companion), incubadora con agitación (Lab 
Companion), balanza analítica (AND), campana de flujo laminar (LabConco), 
autoclave (All American), refrigerador y congelador (Norlake), espectrofotómetro 
Optizen 2120 UV Plus, lector de placas Multiskan Go (Thermo Scientific), 
purificador de agua PureLabClassic (ELGA), concentrador Savant SPD 2010 
SpeedVac (Thermo Scientific). El desarrollo del proyecto se llevará a cabo en los 
laboratorios de Biotecnología 2 y 3 ubicados en la División de Estudios de 
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Posgrado de la Facultad de Ciencias Químicas de la UANL, así como el 
Laboratorio de Biología Sintética y de Sistemas ubicado en el Centro de 
Investigación de Biotecnología y Nanotecnología de la Facultad de Ciencias 
Químicas de la UANL. 
4.3 Cepas de bacterias y levadura utilizadas 
Para la obtención del exopolisacárido de interés se utilizó la levadura 
Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L, una cepa nativa de la región previamente 
aislada e identificada (79). Para las pruebas antimicrobianas y antibiofilm se 
utilizaron dos aislados clínicos, una cepa de Pseudomonas aeruginosa multi-
resistente (PaR), y una cepa de Staphylococcus aureus multi-resistente (SaR), 
como modelos de estudio de bacterias gramnegativa y grampositiva, 
respectivamente (donadas amablemente por la responsable del departamento de 
bacteriología del Hospital San Vicente, Monterrey, Nuevo León, México). 
 
4.4 Cultivo de Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L y obtención de EPS 
Para esta metodología se utilizó como guía el protocolo descrito por 
Garza-González et al. (79) con algunas modificaciones. En un tubo con 5 mL de 
medio YM se inoculó R. mucilaginosa a partir de una colonia en cultivo sólido 
(agar) y se cultivó a 30°C por 18 h a 150 rpm para obtener un cultivo overnight. 
En matraces Erlenmeyer de 500 mL se inoculó una alícuota del cultivo overnight 
en 350 mL de medio YM. Se incubaron a 30±1°C - 150 rpm por 96 horas con el 
fin de favorecer la producción del exopolisacárido. Para la extracción del EPS a 
partir de los cultivos de R. mucilaginosa, estos se dividieron en grupos de 
alícuotas de 45 mL y se centrifugaron a 12 000 rpm por 15 min a 4°C para separar 
la biomasa y recolectar el sobrenadante. Este último se filtró a través de una 
membrana de poliestersulfona con poros de 0.45 µm de diámetro. Se colectó el 
filtrado y se precipitó el EPS agregando dos volúmenes de etanol absoluto (EtOH, 
99.5%) por cada volumen de sobrenadante para ser colocados overnight a -20°C 
y con esto favorecer una completa precipitación del EPS en la mezcla. Se 
centrifugó la mezcla EtOH:sobrenadante a 12 000 rpm por 15 min a 4°C para 
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separar el EPS y descartar el sobrenadante. Posterior a esto se realizaron dos 
lavados con EtOH al 70% con el objetivo de eliminar los residuos que puedan 
quedar del medio de cultivo. Por último, se colocaron los tubos con EPS en un 
concentrador, por 5 h a 5.1 torr con 1 h de calentamiento a 45°C para secar la 
muestra y eliminar el EtOH residual. 
 
4.5 Síntesis de nanopartículas 
Para la obtención de las NPs metálicas se realizó un diseño de 
experimentos 33 para encontrar las condiciones en las cuales se sinteticen NPs 
de Cu(II), Ni(II) y Zn(II). Se tomaron 3 concentraciones de la sal precursora, 
exopolisacárido y agente reductor (ácido ascórbico), utilizando una relación 1:2 
exopolímero:agente reductor. A partir de soluciones de EPS a 12.5 mg/mL, ácido 
ascórbico al 20 %, H2OmQ ajustados a pH 9 con NaOH, así como soluciones de 
Cu(II) 100 mM, Ni(II) 1.5 M y Zn(II) 3 M se tomaron las cantidades necesarias 
para alcanzar las siguientes condiciones: concentraciones de EPS de 1, 2 y 5 
mg/mL, concentraciones de ácido ascórbico de 2, 4 y 10 %, para las reacciones 
de Cu se utilizaron 1, 2 y 5 mM, para las reacciones de Ni(II) se utilizaron 10, 50 
y 100 mM y para las reacciones de Zn(II) se utilizaron 100, 200 y 250 mM. Se 
obtuvo un total de 27 combinaciones para cada metal de transición. Las NPs se 
precipitaron y lavaron de la misma forma que para la extracción de EPS, con el 
fin de recuperar la mayor cantidad de EPS-NPs presente en el medio de reacción. 
Se secaron de igual manera en un concentrador por 5 h a 5.1 torr con 1 h de 
calentamiento a 45°C. 
4.6 Caracterización de las nanopartículas obtenidas 
Como evidencia preliminar se monitorearon las reacciones de síntesis por 
medio de espectrofotometría UV-Vis para observar el SPR observando un pico 
de absorción característico a la NP obtenida. Para esto se tomaron alícuotas de 
10 µL y se midieron espectros UV-Vis de 300 a 700 nm para las reacciones de 
Ni y Zn, mientras que para las reacciones de Cu se midió el espectro de 400 a 
700 nm. Se realizó medición del espectro infrarrojo por FTIR, de las reacciones 
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seleccionadas, para observar los grupos funcionales correspondientes al EPS 
después de las reacciones de NPs, así como los posibles cambios en los mismos. 
El espectro de las NPs fue medido entre 500 y 4000 cm-1 usando un 
espectrómetro Shimadzu modelo IRAfinity-1. Se utilizó el equipo Nanotrac wave 
(Microtrac, USA) para la determinación del potencial zeta de los compósitos. 
Se realizó un monitoreo de la forma y el tamaño de las nanopartículas 
sintetizadas por medio de microscopía electrónica. El análisis de microscopía 
electrónica de barrido (SEM ing. Scanning Electron Microscopy) se llevó a cabo 
como parte del curso “Síntesis de Materiales Nanoestructurados” tomado en la 
Facultad de Ingeniería Mecánica y Eléctrica. Se analizó el polvo de las NPs de 
Cu usando el microscopio electrónico de barrido JSM- 7401F (JEOL, Thermal, 
Analytical FE SEM). El análisis de microscopía electrónica de transmisión (TEM 
ing. Transmission Electron Microscopy) se llevó a cabo en colaboración con el 
Centro de Investigación en Química Aplicada, ubicado en Saltillo, Coahuila, 
México. Mediante esta técnica se analizaron las NPs de Ni y Zn obtenidas. Se 
obtuvieron micrografías de estas y se utilizó la técnica de difracción de electrones 
de área seleccionada (SAED ing. Selected Area Electron Diffraction) utilizando 
un microscopio FEI-TITAN 80-300 operado a un voltaje de aceleración de 300 kV 
en rejillas de cobre lacey-carbon. Además, se determinó el espectro de energía 
dispersiva (EDS ing. Energy Dispersive Spectrometry) integrado al TEM. 
4.7 Determinación de la concentración mínima inhibitoria de las 
nanopartículas sintetizadas 
La determinación de la MIC se llevó a cabo en placas de 96 pocillos 
tomando como base el protocolo anteriormente reportado(81). Se prepararon 
soluciones de NPs de Ni y Zn, así como del EPS sin reaccionar, a una 
concentración de 5.56 mg/mL en medio LB ajustado a pH 7 con buffer de fosfatos 
0.1 M (LBb) como vehículo. Se adicionaron las cantidades necesarias de estas 
soluciones para obtener concentraciones de 4, 3, 2 y 1 mg/mL una vez añadido 
el inóculo de bacterias. 
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Para inocular cada pocillo de prueba en la determinación de la MIC, un 
cultivo overnight (20 h de incubación a 37°C y 150 rpm) en medio LBb de cada 
cepa, PaR y SaR, fue diluido 1:100 en un tubo con 5 mL de medio LBb fresco e 
incubado hasta alcanzar una densidad óptica de 0.2±0.02. A partir de esto, se 
realizó una dilución 1:20 en medio LBb fresco y se tomaron 20 µL para inocular 
cada pocillo de prueba, teniendo una concentración de 105 células/mL. Cada 
placa de prueba se incubó a 37°C por 20 h con una agitación de 150 rpm. 
Después del tiempo de incubación se determinó la MIC como la 
concentración más baja a la cual no se observó crecimiento de la cepa tratada 
con NPs o EPS. Cada tratamiento se realizó por triplicado.  
4.8 Determinación de la actividad antibiofilm de las NPs sintetizadas 
La capacidad de las NPs y del EPS para inhibir la producción de biofilm de 
las cepas clínicas utilizadas se desarrolló utilizando como base el protocolo 
reportado por O´Toole (83). Se preparó una solución madre de las NPs de Ni y 
Zn, así como del EPS sin reaccionar, a una concentración de 5.56 mg/mL en 
medio LBb. Se añadieron las cantidades necesarias para obtener 
concentraciones de 4, 3, 2 y 1 mg/mL una vez añadido el inóculo. Se incluyó un 
control sin tratamiento para observar la producción normal de biofilm de las cepas 
clínicas. Cada pocillo de prueba se inoculó de la misma forma que para la 
determinación de la MIC mencionada anteriormente con el fin de tener una 
concentración celular de 105 células/mL en cada pocillo. Se incubaron las placas 
de prueba a 37°C por 40 h en condiciones estáticas. 
Después del tiempo de incubación se retiró el sobrenadante de cada 
pocillo de prueba y control. Estos fueron lavados 3 veces con mQH2O y secados 
en horno de secado a 70°C por 1 h. Posteriormente se tiñó cada pocillo con 240 
µL del colorante cristal violeta 0.1 % por 20 minutos a temperatura ambiente y 
condiciones estáticas. Después de este tiempo el colorante fue removido y cada 
pocillo fue lavado 3 veces con mQH2O y secado a 70°C por 1 h. Una vez secas, 
se destiñeron agregando 250 µL de EtOH al 99% y reposando las placas por 30 
minutos en condiciones estáticas. Por último, 100 µL de la solución 
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EtOH/colorante fueron transferidos a una placa nueva y la densidad óptica fue 
determinada a 590 nm. Todas las pruebas, así como el control sin tratamiento, 
se realizaron por triplicado.  
4.9 Estudio de toxicidad in vivo de las nanopartículas sintetizadas 
Con el fin de evaluar la toxicidad de los compósitos sintetizados se 
realizaron pruebas de función renal en ratas Wistar adultas macho con peso 
aproximado de 250 g, las cuales fueron mantenidas en rejas de acero inoxidable 
con un régimen de luz/oscuridad de 12 h. Se probaron tanto los compósitos de 
Ni y Zn sintetizados como el EPS utilizado como estabilizante. Las ratas se 
anestesiaron con isoflurano, se separaron en 4 grupos (control, EPS, NiNPs y 
ZnNPs con n = 4 en cada grupo) y fueron tratadas con las nanopartículas y el 
EPS mediante la administración por vía oral de 1 mL de una suspensión de estos 
compuestos en buffer de fosfatos 01 M a una concentración de 6 mg/mL, 1 mL 
de buffer fue administrado al grupo control. El régimen de dosificación fue una 
administración de compósito, EPS o buffer cada 24 h durante tres días. Durante 
todo el experimento las ratas se mantuvieron con comida y agua ad libitum a 
temperatura ambiente (24±1°C). Después de 24 h de la última dosis, se 
recolectaron muestras de orina de las ratas utilizando cajas metabólicas 
(3700M020; Tecniplast Buguggiate (VA), Italia) donde la orina se recolectó en 
recipientes adjuntos a la caja. Después se recolectaron muestras de sangre para 
finalmente sacrificar a los animales de prueba. 
Para analizar la función renal de los animales expuestos a los compósitos 
y al EPS se midió: volumen urinario, concentración de glucosa (84), proteínas 
(85) y creatinina (86,87) en orina, así como la concentración plasmática de 
creatinina (86,87). Todos los experimentos realizados con animales fueron 
desarrollados de acuerda con lo establecido en la norma oficial mexicana NOM-
062-ZOO-1999: Especificaciones para la producción, cuidado y uso de los 
animales de laboratorio. 
4.10 Determinación de la concentración mínima inhibitoria de antibióticos  
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La determinación de las concentraciones mínimas inhibitorias de os 
antibióticos a probar, ampicilina, kanamicina, ciprofloxacino y cloranfenicol, se 
realizaron siguiendo las indicaciones de Andrews (88) y Garza-Cervantes et al. 
(81), con algunas modificaciones, llevando a cabo los ensayos en placas de 96 
pocillos, tomando la MIC como la concentración  más baja a la cual no se observa 
crecimiento.  
Se prepararon soluciones madre de cada antibiótico según las 
recomendaciones de los proveedores, siendo de 50 mg/mL para ampicilina, 
kanamicina y cloranfenicol, y de 25 mg/mL para ciprofloxacino. A partir de estas 
soluciones, en el primer pocillo de cada prueba se agregó la cantidad necesaria 
para lograr una concentración de 1024 ppm en un volumen final de 200 µL. 
Posteriormente se realizaron las diluciones correspondientes, tomando 100 µL 
de cada pocillo y transfiriéndolos al pocillo siguiente que contiene 100 µL de 
medio de cultivo fresco logrando que la concentración sea 1/2 de la anterior, se 
repitió este último paso las veces necesarias para que las concentraciones a 
probar de cada antibiótico sean 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 
0.125, 0.062, 0.031, 0.015, 0.007, 0.003 y 0.001 ppm una vez agregado los 100 
µL del inóculo. 
Para inocular cada pocillo de prueba en la determinación de la MIC, un 
cultivo overnight (20 h de incubación a 37°C y 150 rpm) en medio LBb de cada 
cepa, PaR y SaR, fue diluido 1:100 en un tubo con 5 mL de medio LBb fresco e 
incubado hasta alcanzar una densidad óptica de 0.2±0.02. A partir de esto, se 
realizó una dilución 1:20 en medio LBb fresco y se tomaron 20 µL para inocular 
cada pocillo de prueba, teniendo una concentración de 105 células/mL. Cada 
placa de prueba se incubó a 37°C por 20 h con una agitación de 150 rpm. 
Después del tiempo de incubación se determinó la MIC como la 
concentración más baja a la cual no se observó crecimiento de la cepa tratada 
con NPs o EPS. Cada tratamiento se realizó por triplicado.  
4.11 Realización de pruebas de inhibición de crecimiento combinatorias 
antibiótico-compósito en cepas clínicas resistentes 
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Los ensayos checkerboard se desarrollaron a partir de las concentraciones 
mínimas inhibitorias de cada metal y antibiótico, se probaron en combinaciones 
de 0, 1/2, 1/4, y 1/8 de MIC para ver la interacción entre cada componente, en 
placas de 96 pocillos con fondo plano Costar (Corning). En el eje de las x 
(columnas) se colocaron las diferentes fracciones de la MIC del compósito, y en 
el eje de las y (filas) se colocaron las diferentes fracciones de la MIC del 
antibiótico determinados para cada prueba. 
Se prepararon diluciones de cada compósito y de cada antibiótico con 
medio fresco, en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL, con el fin de que, al agregar 
las cantidades necesarias a cada pocillo en la placa, se obtenga la fracción de la 
concentración mínima inhibitoria a utilizar en cada una de las combinaciones 
metal-antibiótico.  
Para las concentraciones a utilizar de cada antibiótico se agregó de 
manera horizontal, 8 µL en cada pocillo de la segunda fila para lograr 1/8 de la 
MIC, 16 µL en cada pocillo de la tercera fila para lograr 1/4 de la MIC y 32 µL en 
cada pocillo de la cuarta fila para lograr 1/2 de la MIC. Para las concentraciones 
a utilizar del compósito se agregó de manera vertical, 25 µL en cada pocillo de la 
segunda columna para lograr 1/8 de la MIC, 50 µL en cada pocillo de la tercera 
columna para lograr 1/4 de la MIC y 100 µL en cada pocillo de la cuarta columna 
para lograr 1/2 de la MIC. Se colocó la cantidad restante de medio fresco para 
completar 180 µL y se procedió a agregar el inóculo. 
Para inocular cada pocillo de prueba en la determinación de la MIC, un 
cultivo overnight (20 h de incubación a 37°C y 150 rpm) en medio LBb de cada 
cepa, PaR y SaR, fue diluido 1:100 en un tubo con 5 mL de medio LBb fresco e 
incubado hasta alcanzar una densidad óptica de 0.2±0.02. Se realizó una dilución 
1:20 en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL con medio de cultivo fresco y al 
final se agregaron 20 µL (1:10) de esta dilución a cada pocillo de prueba, con el 
fin de lograr una concentración celular de ~105 células/mL en 200 µL como 
volumen final y se dejó incubar a 37°C-150 rpm por 20 h. 
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Cada prueba fue realizada por triplicado, con sus correspondientes 
controles de crecimiento y esterilidad. La lectura de las placas para el análisis de 
los resultados se llevó a cabo por espectrofotometría en un lector de microplacas 
Multiskan GO. 
4.12 Realización de pruebas combinatorias antibiótico-compósito de 
producción de biofilm en cepas clínicas resistentes 
Se prepararon diluciones de cada compósito y de cada antibiótico con 
medio fresco, en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL, con el fin de que, al agregar 
las cantidades necesarias a cada pocillo en la placa, se obtenga la fracción de la 
concentración mínima inhibitoria a utilizar en cada una de las combinaciones 
metal-antibiótico.  
Para las concentraciones a utilizar de cada antibiótico se agregó de 
manera horizontal, 8 µL en cada pocillo de la segunda fila para lograr 1/8 de la 
MIC, 16 µL en cada pocillo de la tercera fila para lograr 1/4 de la MIC y 32 µL en 
cada pocillo de la cuarta fila para lograr 1/2 de la MIC. Para las concentraciones 
a utilizar del compósito se agregó de manera vertical, 25 µL en cada pocillo de la 
segunda columna para lograr 1/8 de la MIC, 50 µL en cada pocillo de la tercera 
columna para lograr 1/4 de la MIC y 100 µL en cada pocillo de la cuarta columna 
para lograr 1/2 de la MIC. Se colocó la cantidad restante de medio fresco para 
completar 180 µL y se procedió a agregar el inóculo. 
Para inocular cada pocillo de prueba en la determinación de la MIC, un 
cultivo overnight (20 h de incubación a 37°C y 150 rpm) en medio LBb de cada 
cepa, PaR y SaR, fue diluido 1:100 en un tubo con 5 mL de medio LBb fresco e 
incubado hasta alcanzar una densidad óptica de 0.2±0.02. Se realizó una dilución 
1:20 en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL con medio de cultivo fresco y al 
final se agregaron 20 µL (1:10) de esta dilución a cada pocillo de prueba, con el 
fin de lograr una concentración celular de ~105 células/mL en 200 µL como 
volumen final y se dejó incubar a 37°C por 40 h. 
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Después del tiempo de incubación se retiró el sobrenadante de cada 
pocillo de prueba y control. Estos fueron lavados 3 veces con mQH2O y secados 
en horno de secado a 70°C por 1 h. Posteriormente se tiñó cada pocillo con 240 
µL del colorante cristal violeta 0.1 % por 20 minutos a temperatura ambiente y 
condiciones estáticas. Después de este tiempo el colorante fue removido y cada 
pocillo fue lavado 3 veces con mQH2O y secado a 70°C por 1 h. Una vez secas, 
se destiñeron agregando 250 µL de EtOH al 99% y reposando las placas por 30 
minutos en condiciones estáticas. Por último, 100 µL de la solución 
EtOH/colorante fueron transferidos a una placa nueva y la densidad óptica fue 
determinada a 590 nm. Todas las pruebas, así como el control sin tratamiento, 
se realizaron por triplicado.  
4.13 Determinación del efecto de los compósitos sobre la integridad de la 
membrana celular bacteriana 
Para cada compuesto se colocó en cada pocillo la cantidad necesaria para 
alcanzar 3 mg/mL una vez agregado el inóculo de manera similar a los ensayos 
anteriores. Para inocular cada pocillo de prueba en la determinación de la MIC, 
un cultivo overnight (20 h de incubación a 37°C y 150 rpm) en medio LBb de cada 
cepa, PaR y SaR, fue diluido 1:100 en un tubo con 5 mL de medio LBb fresco e 
incubado hasta alcanzar una densidad óptica de 0.2±0.02. Se realizó una dilución 
1:20 en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL con medio de cultivo fresco y al 
final se agregaron 20 µL (1:10) de esta dilución a cada pocillo de prueba, con el 
fin de lograr una concentración celular de ~105 células/mL en 200 µL como 
volumen final y se dejó incubar a 37°C-150 rpm por 4 horas. 
Después del tiempo de incubación las placas se centrifugaron a 3500 rpm 
por 15 min, después se tomaron 5 µL del sobrenadante y se determinaron los 
azúcares reductores por el método de Miller (89), se utilizó glucosa para la 
preparar la curva de calibración correspondiente.  
 
4.14 Análisis de datos 
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Para estimar la significancia observada en las diferencias obtenidas en los 
tratamientos empleados en el presente trabajo, todos los datos recolectados 
fueron analizados utilizando un análisis de varianza (ANOVA) así como la prueba 
de la diferencia significativa mínima de Fisher (LSD ing. Least Significant 
Difference) utilizando Microsoft Excel 2016.  
4.15 Aprobación del comité de ética 
El cuidado de los animales utilizados, así como su manejo en los 
experimentos realizados en la Universidad de Aguascalientes son 
constantemente revisados por el Comité de Cuidado y Uso Animal, siguiendo los 
lineamientos de la regulación mexicana (NOM-062-ZOO-1999). Al final del 
experimento los animales fueron sacrificados utilizando un exceso del anestésico 
pentobarbital sódico (40 mg/kg de peso). Se realizaron todos los esfuerzos 
posibles para minimizar el sufrimiento animal. 
4.16 Manejo y disposición de residuos 
Los residuos generados durante la realización del proyecto de 
investigación (tales como soluciones alcohólicas, reacciones de síntesis y 
residuos bológico-infecciosos) fueron gestionados de acuerdo con las 
características de los mismos, siguiendo los lineamientos establecidos por el 
Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias 
Químicas utilizando los recipientes proporcionados por este departamento, en 
base a la Norma PR-CLB-SRR-000. 
  
50 
 
CAPÍTULO 5 
 
RESULTADOS 
 
5.1 Extracción de exopolisacárido a partir de un cultivo de Rhodotorula 
mucilaginosa UANL-001L 
A partir de los cultivos realizados de R. mucilaginosa se separó la biomasa, 
se precipitó y extrajo el EPS del medio de cultivo. Se extrajeron, en promedio, un 
total de 620.85 mg en un volumen de 1.5 L de cultivo, obteniendo un rendimiento 
aproximado de 413.9 mg/L de cultivo a 30°C por 96h. A este EPS se le realizó un 
espectro infrarrojo para observar los grupos funcionales característicos de los 
monómeros de azúcares que conforman estos exopolímeros.  
 
Figura 6. Espectro FTIR del exopolisacárido extraído de Rhodotorula mucilaginosa.  
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En la figura 6 se muestra el espectro IR obtenido al analizar el EPS 
extraído. Se presenta la banda característica del grupo -OH (3600-3200 cm-1) y 
el pico de -C=O (1650 cm-1). Se presenta también el pico que evidencia la 
presencia de carbonos sp3 (2900 cm-1), y picos que confirman los enlaces C-H 
(1420 cm-1) y C-O-C (picos múltiples entre 1050-1250 cm -1). El potencial zeta 
para el EPS fue de -76.1 mV. 
 
5.2 Síntesis y caracterización de nanopartículas de cobre estabilizadas 
con EPS 
Para la síntesis de NPs de Cu se llevó a cabo un diseño experimental, 
involucrando 3 concentraciones de Cu(II) (1, 2 y 5 mM), EPS (1, 2 y 5 mg/mL) y 
ácido ascórbico (2, 4 y 10 %), dando un total de 27 combinaciones, las cuales se 
muestran en la tabla 1. Las reacciones se llevaron a cabo en un baño de agua 
en ebullición por 30 minutos y se midió su espectro UV-Vis de 400-700 nm para 
observar el plasmón de resonancia característico para las NPs de este metal, el 
cual se encuentra alrededor entre 550 y 600 nm.  
 
Tabla 1. Diseño de experimentos utilizado en la síntesis de nanopartículas de Cu. 
Reacción Cu(II) [mM] EPS [mg/mL] Ác. ascórbico [%] 
R1 1 1 2 
R2 2 1 2 
R3 5 1 2 
R4 1 2 2 
R5 2 2 2 
R6 5 2 2 
R7 1 5 2 
R8 2 5 2 
R9 5 5 2 
R10 1 1 4 
R11 2 1 4 
R12 5 1 4 
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R13 1 2 4 
R14 2 2 4 
R15 5 2 4 
R16 1 5 4 
R17 2 5 4 
R18 5 5 4 
R19 1 1 10 
R20 2 1 10 
R21 5 1 10 
R22 1 2 10 
R23 2 2 10 
R24 5 2 10 
R25 1 5 10 
R26 2 5 10 
R27 5 5 10 
 
La figura 7 muestra los espectros obtenidos en este diseño de 
experimentos: la figura 7A muestra las reacciones donde se utilizó 2% de ác. 
ascórbico, la figura 7B muestra las reacciones donde se utilizó 4% de ác. 
ascórbico y la figura 7C muestra las reacciones donde se utilizó 10% de ác. 
ascórbico. En las reacciones donde se utilizó 2% de ácido ascórbico (figura 7A) 
se observan picos de absorbancia correspondientes al SPR esperado, entre 550 
y 600 nm, de NPs de Cu. Se puede observar que las reacciones 3, 6 y 9 el pico 
de absorbancia se encuentra más angosto. En las reacciones donde se utilizó 
4% de ácido ascórbico (figura 7B) se pueden observar picos de absorbancia a 
longitudes de onda similares a las reacciones con 2%, aunque estos picos son 
menos intensos y el espectro presenta un incremento en la absorbancia con 
forme se incrementa la longitud de onda. Este fenómeno es más intenso cuando 
se utilizó 10% de ácido ascórbico (figura 7C), se puede observar que el 
incremento en la absorbancia a longitudes de onda mayores a 600 nm se 
encuentra muy cerca del SPR esperado para las NPs de Cu, impidiendo que éste 
último se aprecie adecuadamente. Tres de las nueve reacciones que contenían 
la máxima concentración de Cu(II) utilizada (5 mM) presentaron el SPR esperado, 
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con máximos de absorción de 580 nm (R3), 586 nm (R6) y 578 (R9), así como 
R2 (2mM de Cu(II)) cuya absorción máxima fue de 586 nm. Se eligió R3 para los 
análisis posteriores. 
  
 
Figura 7. Espectros UV-Vis de las NPs de Cu obtenidas en las reacciones del diseño de 
experimentos. Espectros UV-Vis de cada una de las reacciones resultantes en el diseño de experimentos 
para la síntesis de nanopartículas de Cu. A muestra las reacciones 1 a la 9. B muestra las reacciones 10 a 
la 18. C muestra las reacciones 19 a la 27. 
 
Se obtuvo un espectro de infrarrojo (IR) de las nanopartículas obtenidas 
para observar la presencia de grupos funcionales y así determinar si las 
nanopartículas sintetizadas se encuentran estabilizadas en la matriz polimérica 
del EPS. La figura 8 muestra el espectro de IR obtenido. Se puede observar que 
las NPs aún conservan los picos correspondientes a los grupos funcionales del 
EPS puro, aunque con ligeros cambios en su intensidad. 
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Figura 8. Espectro IR de las nanopartículas de Cu sintetizadas. FTIR de las NPs de Cu sintetizadas 
en la matriz polimérica del EPS bajo las condiciones de la reacción número 3 del diseño de experimentos 
planteado en el presente trabajo. 
 
 
Se llevó a cabo un estudio por microscopía SEM para observar la forma 
de las NPs obtenidas bajo estas condiciones de síntesis. La figura 9 muestra las 
micrografías obtenidas. Se puede observar que se obtuvieron NPs de geometría 
cristalina, no uniforme, confinadas dentro de la red polimérica del EPS, con un 
tamaño promedio de 145.14±53.21 nm. 
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Figura 9. Micrografía obtenida por SEM de las nanopartículas de cobre sintetizadas. Micrografía 
SEM de las NPs de Cu (R3) estabilizadas con el EPS de Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L. A 
muestra las diversas formas poligonales obtenidas. B se evidencia que la matriz polimérica del EPS posee 
adheridas las NPs de Cu. 
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De las NPs secas se tomó un miligramo con el fin de resuspenderlo en un 
mililitro de agua ultra pura y determinar su espectro UV-Vis, ya que se observó a 
través de SEM un mayor tamaño de partícula al esperado por el pico de 
absorción. La figura 10 muestra el espectro realizado para las NPs de R3 
resuspendidas y el espectro obtenido al momento de la síntesis. Se puede 
observar que el SPR se desplaza hacia el rojo, comenzando en 564 nm y 
alcanzando un máximo de absorción a 612 nm. Esto puede ser causado por 
aglomeración de las NPs obtenidas durante el proceso de secado de la muestra, 
provocando un aumento en el tamaño de partícula.  
 
Figura 10. Espectro UV-Vis de R3 resuspendido en agua ultra pura. Comparación de los espectros 
UV-Vis de las NPs de Cu en la mezcla de reacción de síntesis (Cu Sint) y la suspensión a 1 mg/mL (Cu 
Res) realizada después de lavar y secar las NPs obtenidas.  
 
Con el fin de conocer si las nanopartículas mantienen su forma y tamaño, 
evidenciado por el espectro de su SPR, se tomó un miligramo de estas NPs y se 
resuspendieron en un mililitro de medio LB, ya que este es el que se utilizó para 
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las pruebas de inhibición de crecimiento y producción e biofilm. Se realizó un 
espectro UV-Vis cada 30 minutos. La figura 11A muestra los espectros obtenidos 
en cada lectura. Se puede observar que el SPR característico de estas 
nanopartículas es menos intenso con el paso del tiempo, lo cual indica que las 
nanopartículas de Cu sintetizadas no se mantienen estables en la matriz 
polimérica del EPS bajo las condiciones proporcionadas por el medio de cultivo. 
Ya que el pH fue un factor determinante en la síntesis de estas partículas 
se resuspendió 1 mg de las NPs de Cu en 1 mililitro de medio LB ajustado a pH 
7 con un buffer de fosfatos a una concentración de 0.1 M, de esta forma ayudaría 
a estabilizar las nanopartículas sin que la concentración de sales en el medio 
fuera un impedimento para el crecimiento de las bacterias de estudio. De igual 
manera se midieron los espectros UV-Vis cada 30 minutos. La figura 11B muestra 
los espectros obtenidos. Como es posible observar, el ajuste del pH no fue 
efectivo en mantener estables las nanopartículas en la red polimérica del EPS, al 
no presentarse el SPR de las mismas. Debido a estos resultados se decidió no 
utilizar las nanopartículas de Cu sintetizadas en EPS para las siguientes pruebas. 
  
Figura 11. Estabilidad de las nanopartículas de Cu en medio de cultivo.  Estabilidad a distintos 
tiempos de las nanopartículas de Cu resuspendidas en: A medio LB y B medio LB ajustado a pH 7. 
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5.3 Síntesis y caracterización de nanopartículas de zinc estabilizadas con 
EPS 
 
En la síntesis de las NPs de Zn, se realizó un diseño de experimentos 
similar al de Cu descrito anteriormente, con las mismas concentraciones de EPS 
y ácido ascórbico, pero utilizando concentraciones de Zn de 100, 200 y 250 mM. 
Las reacciones se llevaron a cabo en un baño de agua a ebullición por 30 minutos 
y se midió su espectro UV-Vis de 300-700 nm al terminar el tiempo de reacción, 
donde se esperaría observar las NPs de Zn entre 330-400 nm. La tabla 2 muestra 
los 27 experimentos resultantes. 
 
Tabla 2. Diseño de experimentos utilizado en la síntesis de nanopartículas de Zn. 
Reacción Zn(II) [mM] EPS [mg/mL] Ác. ascórbico [%] 
R1 100 1 2 
R2 200 1 2 
R3 250 1 2 
R4 100 2 2 
R5 200 2 2 
R6 250 2 2 
R7 100 5 2 
R8 200 5 2 
R9 250 5 2 
R10 100 1 4 
R11 200 1 4 
R12 250 1 4 
R13 100 2 4 
R14 200 2 4 
R15 250 2 4 
R16 100 5 4 
R17 200 5 4 
R18 250 5 4 
R19 100 1 10 
R20 200 1 10 
R21 250 1 10 
R22 100 2 10 
59 
 
R23 200 2 10 
R24 250 2 10 
R25 100 5 10 
R26 200 5 10 
R27 250 5 10 
 
En la figura 12 se muestran los espectros UV-Vis de las reacciones, de las 
27 reacciones realizadas, agrupados según la concentración de agente reductor 
utilizado. La figura 12A muestra las reacciones donde se utilizó 2% de ác. 
ascórbico, la figura 12B muestra las reacciones donde se utilizó 4% de ác. 
ascórbico y la figura 12C muestra las reacciones donde se utilizó 10% de ác. 
ascórbico. Se puede observar que, al incrementar la concentración del ácido 
ascórbico, se modifica la absorbancia en la región entre 300 y 400 nm, siendo 
este cambio evidente en las reacciones donde se utilizó 10 % de ácido ascórbico 
(figura 12C). Para este conjunto de reacciones, dos de ellas presentan una 
absorción más notoria que las demás, la reacción 22 (R22) y la reacción 25 (R25). 
Entre ellas difiere la absorción del espectro por debajo de los 350 nm, a causa 
del EPS, debido a que en R22 se utilizó una concentración de 2 mg/mL de EPS 
mientras que en R25 se utilizó 5 mg/mL. Dados estos resultados se decidió tomar 
R22 para las pruebas posteriores.  
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Figura 12. Espectros UV-Vis de las NPs de Zn obtenidas en las reacciones del diseño de experimentos. 
Espectros UV-Vis de cada una de las reacciones resultantes en el diseño de experimentos para la síntesis de 
nanopartículas de Zn. A muestra las reacciones 1 a la 9. B muestra las reacciones 10 a la 18. C muestra las reacciones 
19 a la 27. 
 
 
Posterior al periodo de secado, se procedió a medir nuevamente su SPR.  
La figura 13A muestra el espectro obtenido para las NPs de R22. Se observa una 
absorbancia entre los 330-360 nm, teniendo un pico máximo de absorción a los 
347 nm. Para conocer la estabilidad de las NPs en el medio de cultivo a utilizar 
en las pruebas antimicrobianas y antibiofilm, se midió el espectro UV-Vis a 
diferentes tiempos como se realizó con las NPs de Cu obtenidas. La figura 13B 
muestra los espectros obtenidos en este medio de cultivo. 
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Figura 13. Espectro UV-Vis de nanopartículas de Zn obtenidos en la reacción R22.  A Absorción 
del SPR de las nanopartículas de Zn obtenidas. B Cambios en el SPR de las nanopartículas de Zn 
sintetizadas con respecto al tiempo en medio LBb a pH 7. 
 
La caracterización de las NPs de Zn se llevó a cabo por espectrofotometría IR 
así como microscopía electrónica de transmisión. La figura 14 muestra el 
espectro FTIR obtenido para estas nanopartículas, donde se observan, similar al 
obtenido para las NPs de Cu, que se conservan los grupos funcionales 
principales encontrados en el EPS. 
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Figura 14. Espectro IR de las nanopartículas de Zn sintetizadas. FTIR de las NPs de Zn sintetizadas 
en la matriz polimérica del EPS bajo las condiciones de la reacción número 22 del diseño de experimentos 
planteado en el presente trabajo. 
 
Con el fin de conocer la morfología de las NPs sintetizadas se realizó una 
microscopía TEM. En la figura 15A se muestra la forma de las nanopartículas 
obtenidas, se puede observar que poseen un arreglo polimórfico sin una forma 
definida. El diámetro de estas nanopartículas se encuentra entre los 4 y los 11 
nm con un promedio de 8.32±1.99 nm. El patrón SAED de las nanopartículas de 
Zn sintetizadas muestra anillos y puntos brillantes debido a la naturaleza amorfa 
del EPS y lo policristalino de las NPs de Zn (figura 15B). Estos pueden ser 
atribuidos a los planos [1,0,0], [0,0,2], [1,0,1], [1,1,0], [1,0,3], [2,0,0], [1,1,2], 
[2,0,1], [2,1,0], [3,0,0] y [2,1,3] del cristal de ZnO con geometría hexagonal (90). 
Como parte de la caracterización se realizó un análisis EDS de la muestra, el cual 
se puede observar en la figura 15C. Este análisis muestra la presencia de Zn, C 
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y O, que confirman la presencia de las nanopartículas en la matriz polimérica del 
EPS. El potencial zeta para este compósito fue de -84.3 mV. 
 
Figura 15A. Caracterización de nanopartículas de ZnO estabilizadas con EPS mediante TEM. 
Caracterización morfológica y elemental de las NPs de ZnO obtenidas; A muestra una micrografía TEM 
donde se aprecia que las NPs se encuentran adheridas a la matriz polimérica del EPS 
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Figura 15B. Caracterización de nanopartículas de ZnO estabilizadas con EPS mediante TEM. 
Caracterización morfológica y elemental de las NPs de ZnO obtenidas; B muestra el patrón de difracción 
de electrones de la muestra de nanopartículas. 
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Figura 15C. Caracterización de nanopartículas de ZnO estabilizadas con EPS mediante TEM. 
Caracterización morfológica y elemental de las NPs de ZnO obtenidas; C muestra el análisis de EDS 
donde se evidencia que las NPs obtenidas contienen Zn. 
 
5.4 Síntesis y caracterización de nanopartículas de níquel estabilizadas 
con EPS 
 
En la síntesis de las NPs de Ni, se realizó un diseño de experimentos 
similar a los anteriormente descritos, con las mismas concentraciones de EPS y 
ácido ascórbico, pero utilizando concentraciones de Ni de 10, 50 y 100 mM. Las 
reacciones se llevaron a cabo en un baño de agua a ebullición por 30 minutos y 
se midió su espectro UV-Vis de 300-700 nm al terminar el tiempo de reacción, 
donde se esperaría observar las NPs de Ni entre 330-400 nm. La tabla 3 muestra 
los 27 experimentos resultantes.  
 
Tabla 3. Diseño de experimentos utilizado en la síntesis de nanopartículas de Ni. 
Reacción Ni(II) [mM] EPS [mg/mL] Ác. ascórbico [%] 
R1 10 1 2 
R2 50 1 2 
R3 100 1 2 
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R4 10 2 2 
R5 50 2 2 
R6 100 2 2 
R7 10 5 2 
R8 50 5 2 
R9 100 5 2 
R10 10 1 4 
R11 50 1 4 
R12 100 1 4 
R13 10 2 4 
R14 50 2 4 
R15 100 2 4 
R16 10 5 4 
R17 50 5 4 
R18 100 5 4 
R19 10 1 10 
R20 50 1 10 
R21 100 1 10 
R22 10 2 10 
R23 50 2 10 
R24 100 2 10 
R25 10 5 10 
R26 50 5 10 
R27 100 5 10 
 
 
En la figura 16 se muestran los espectros UV-Vis de las 27 reacciones 
realizadas, agrupados según la concentración de agente reductor utilizado. La 
figura 16A muestra las reacciones donde se utilizó 2% de ác. ascórbio, la figura 
16B muestra las reacciones donde se utilizó 4% de ác. ascórbio y la figura 16C 
muestra las reacciones donde se utilizó 10% de ác. ascórbio. Como se puede 
observar en la figura, los tres grupos de reacciones muestran absorbancia 
alrededor de los 350 nm, así como en los 400 nm, dentro del rango esperado 
para las nanopartículas de Ni. De los tres grupos de reacciones aquel donde se 
utilizó la concentración media de ácido ascórbico (4%) es donde se ven más 
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definidos los picos de absorbancia a los 350 nm. Mientras que en los otros dos 
grupos se observa una zona de absorción más amplia. Debido a estos resultados 
se seleccionó la reacción 16 para las siguientes determinaciones.  
 
 
Figura 16. Espectros UV-Vis de las NPs de Ni obtenidas en las reacciones del diseño de 
experimentos. Espectros UV-Vis de cada una de las reacciones resultantes en el diseño de experimentos 
para la síntesis de nanopartículas de Ni. A muestra las reacciones 1 a la 9. B muestra las reacciones 10 a 
la 18. C muestra las reacciones 19 a la 27. 
 
Después del periodo de secado al que se sometió la muestra se procedió 
a medir nuevamente su SPR. La figura 17A muestra el espectro obtenido para 
las NPs de R16. Se observa una absorbancia cerca de los 350 nm, teniendo un 
pico máximo de absorción a los 348 nm. Similar con las otras NPs, se tomó una 
muestra para conocer la estabilidad de las NPs en el medio de cultivo a utilizar 
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en las pruebas antimicrobianas y antibiofilm, se midió el espectro UV-Vis a 
diferentes tiempos. La figura 17B muestra los espectros obtenidos en este medio 
de cultivo. 
 
 
Figura 17. Espectro UV-Vis de nanopartículas de Ni obtenidos en la reacción R16.  A Absorción del 
SPR de las nanopartículas de Ni obtenidas. B Cambios en el SPR de las nanopartículas de Ni sintetizadas 
con respecto al tiempo en medio LBb a pH 7. 
 
Se determinó el espectro IR de estas nanopartículas para corroborar que 
se sintetizaron en la matriz polimérica del EPS. La figura 18 muestra que las 
partículas presentan los grupos funcionales encontrados en el FTIR del EPS 
antes de las reacciones, con ligeros cambios en cuanto a su intensidad. 
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Figura 18. Espectro IR de las nanopartículas de Ni sintetizadas. FTIR de las NPs de Ni sintetizadas 
en la matriz polimérica del EPS bajo las condiciones de la reacción número 16 del diseño de experimentos 
planteado en el presente trabajo. 
 
Para conocer la morfología de las NPs sintetizadas se realizó una 
microscopía TEM. En la figura 19A se muestra la forma de las nanopartículas 
obtenidas, se puede observar que poseen un arreglo polimórfico sin una forma 
definida, similar al observado con Zn. El diámetro de estas nanopartículas se 
encuentra entre los 17 y los 52 nm con un promedio de 26.73±8.99 nm. El patrón 
SAED de las nanopartículas de Ni sintetizadas muestra anillos y puntos brillantes 
debido a la naturaleza amorfa del EPS y lo cristalino de las NPs de Ni (figura 
19B). Estos pueden ser atribuidos a los planos [1,0,1] del cristal de NiO con 
geometría romboédrica (91). El análisis EDS se puede observar en la figura 19C. 
Éste muestra la presencia de Ni, C y O, que confirman la presencia de las 
nanopartículas en la matriz polimérica del EPS. El potencial zeta para este 
compósito es de -8.6 mV. 
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Figura 19A. Caracterización mediante TEM de nanopartículas de NiO estabilizadas con EPS. 
Caracterización morfológica y elemental de las NPs de NiO obtenidas; A muestra una micrografía TEM 
donde se aprecia que las NPs se encuentran adheridas a la matriz polimérica del EPS. 
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Figura 19B. Caracterización mediante TEM de nanopartículas de NiO estabilizadas con EPS. 
Caracterización morfológica y elemental de las NPs de NiO obtenidas; B muestra el patrón de difracción 
de electrones de la muestra de nanopartículas. 
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Figura 19C. Caracterización mediante TEM de nanopartículas de NiO estabilizadas con EPS. 
Caracterización morfológica y elemental de las NPs de NiO obtenidas; C muestra el análisis de EDS 
donde se evidencia que las NPs obtenidas contienen Ni. 
 
5.5 Pruebas antimicrobianas de las nanopartículas sintetizadas en EPS 
Una vez que se realizó la síntesis y caracterización de las NPs planteadas 
en este trabajo, se realizaron las pruebas antimicrobianas con el fin de determinar 
si las NPs eran capaces de inhibir cepas de aislados clínicos consideradas como 
fármaco-resistentes. Para ello se expusieron cultivos de la cepa grampositiva 
Staphylococcus aureus resistente y la cepa gramnegativa Pseudomonas 
aeruginosa resistente a distintas concentraciones de los compósitos. 
En los ensayos realizados con SaR se encontró que el compósito que 
contiene NPs de Ni inhibió el crecimiento de esta cepa en más de 90% a 
concentraciones de 3 y 4 mg/mL, hasta un 80% utilizando 2 mg/mL y solo un 20% 
de inhibición en los pocillos que se trataron con 1 mg/mL, como se puede 
observar en la figura 20A. Cada uno de los tratamientos con este compósito 
mostró diferencia significativa (p<0.05) al ser comparado con el control sin 
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tratamiento y el tratamiento solo con EPS a las mismas concentraciones. La 
inhibición causada por los tratamientos de 3 y 4 mg/mL no mostraron diferencia 
significativa (p<0.05) al ser comparados entre ellos.  
 
Cuando se trató esta cepa con las diferentes concentraciones del 
compósito que contiene las NPs de Zn se encontró en general una inhibición de 
más del 70%. Se observan inhibiciones del 90, 80, 70 y 80% con 1, 2, 3 y 4 
mg/mL, respectivamente, como se muestra en la figura 20A. Como se observó 
con los resultados del compósito de Ni, cada tratamiento con el compósito de Zn 
mostró diferencia significativa (p<0.05) en comparación con el control sin 
 
 
Figura 20. Actividad antimicrobiana de EPS y los compósitos sintetizados contra cepas resistentes 
a antibióticos. Porcentaje de crecimiento de las cepas SaR y PaR tratadas con los compósitos de Ni y Zn 
sintetizados. A muestra los efectos de los compósitos y el EPS en la cepa SaR. B muestra el efecto de los 
compósitos y el EPS en la cepa PaR. a, b, c y d muestran que el tratamiento posee diferencia significativa 
en comparación con el tratamiento control, con EPS, con NiNPs y con ZnNPs, respectivamente. Las 
barras de error representan la desviación estándar. Cada tratamiento fue realizado por triplicado. 
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tratamiento y los tratamientos de EPS a las mismas concentraciones. Entre los 
tratamientos con el compósito de Zn, solamente el tratamiento donde se utilizó 3 
mg/mL mostró diferencia significativa (p<0.05) con respecto a los demás 
tratamientos. Comparando la inhibición del crecimiento de estos compósitos en 
la cepa SaR, al utilizar una concentración de 2 mg/mL no se encontró una 
diferencia significativa (p<0.05). 
 
Cuando se trató la cepa PaR con el compósito que contiene las NPs de Ni 
se encontró que al utilizar 2, 3 y 4 mg/mL se inhibió más del 90% el crecimiento 
de esta cepa, mientras que al utilizar 1 mg/mL se inhibió más del 50%, como se 
muestra en la figura 20B. Cada uno de los tratamientos mostró diferencia 
significativa (p<0.05) con respecto al control y al tratamiento con EPS a la misma 
concentración. No se encontró diferencia significativa (p<0.05) en la inhibición del 
crecimiento causada por los tratamientos a 2, 3 y 4 mg/mL. Sin embargo, al tratar 
PaR con el compósito de ZnNPs se obtuvo un comportamiento diferente al 
observado contra SaR. Para la cepa PaR se encontró una inhibición del 
crecimiento de alrededor del 50% al utilizar 1 y 2 mg/mL, pero no se observó 
inhibición a concentraciones mayores, como se muestra en la figura 20B. De 
estos tratamientos, únicamente en aquel donde se utilizó 3 mg/mL no se observó 
diferencia significativa (p<0.05) comparado con el control sin tratamiento, 
mientras que los demás tratamientos si poseen diferencia significativa (p<0.05) 
con respecto al control y al tratamiento con EPS a la misma concentración. Al 
comparar la inhibición causada por las diferentes nanopartículas, no se encontró 
diferencia significativa (p<0.05) en los tratamientos a 1mg/mL. 
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5.6 Efecto de las nanopartículas sintetizadas en EPS sobre la producción 
de biofilm 
Se utilizaron diferentes concentraciones tanto del EPS como de los 
compósitos obtenidos al sintetizar las nanopartículas de Ni y Zn como agentes 
inhibidores de la producción de biofilm. En los ensayos donde se trató a SaR con 
el compósito con NiNPs la formación de biofilm se inhibió hasta un 80% y 90% 
(con respecto al control) al utilizar 3 y 4 mg/mL, respectivamente, como se 
muestra en la figura 21A. Estos dos tratamientos mostraron diferencia 
significativa (p<0.05) con respecto al control y al tratamiento con EPS a las 
mismas concentraciones. Por otra parte, no se observó inhibición de la 
producción de biofilm al utilizar las diferentes concentraciones tanto de EPS como 
del compósito con ZnNPs, si no un aumento en la producción del mismo. 
Además, al comparar la inhibición en la producción de biofilm en los tratamientos 
con las diferentes nanopartículas, se encontraron diferencias significativas 
(p<0.05) entre los tratamientos donde se utiliza la misma concentración.  
Cuando se trataron los cultivos de PaR con el compósito que contiene 
NiNPs se encontró más del 90% de inhibición en la producción de biofilm de esta 
cepa al utilizar 2, 3 y 4 mg/mL, observando que estadísticamente no hay 
diferencia significativa (p<0.05) entre estos tratamientos, como se observa en la 
figura 21B. Únicamente el cultivo tratado con 1 mg/mL de este compósito no 
mostró diferencia significativa (p<0.05) con el control sin tratamiento, mientras 
que los tratamientos a 2, 3 y 4 mg/mL mostraron diferencia significativa (p<0.05) 
al ser comparados con los tratamientos con EPS a estas concentraciones. 
Mientras tanto, similar a lo observado con SaR, al tratar los cultivos de PaR con 
el compósito de ZnNPs se observó un incremento en la producción de biofilm, 
figura 21B, además, no se encontró diferencia significativa (p<0.05) en la 
inhibición de biofilm al tratar el cultivo con EPS. 
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Figura 21. Actividad inhibidora de biofilm de EPS y los compósitos sintetizados contra cepas 
resistentes a antibióticos. Porcentaje de biofilm producido por las cepas resistentes al ser tratados con 
diferentes concentraciones de los compósitos. A muestra el efecto del EPS y los compósitos con NPs de 
NiO y ZnO contra SaR. B muestra el efecto del EPS y los compósitos con NPs de NiO y ZnO contra PaR. 
a, b, c y d muestran que el tratamiento posee diferencia significativa en comparación con el tratamiento 
control, con EPS, con NiNPs y con ZnNPs, respectivamente. Las barras de error representan la deviación 
estándar. Cada tratamiento fue realizado por triplicado. 
 
5.7 Análisis de la toxicidad in vivo de las nanopartículas sintetizadas en 
EPS 
Para comprobar la seguridad de los compósitos que contienen 
nanopartículas de NiO y ZnO sintetizadas, se realizó un ensayo de toxicidad en 
ratas Wistar macho, administrando dosis orales de 6 mg/mL. Para este estudio 
se analizaron diferentes parámetros renales, volumen urinario, concentraciones 
urinarias de proteínas, glucosa, así como creatinina en plasma y orina. La figura 
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22 muestra los resultados obtenidos para estos parámetros. En los resultados 
obtenidos para el volumen urinario (figura 22A), proteínas y glucosa (figura 22B 
y C) se puede observar que no existe diferencia significativa (p<0.05) entre el 
grupo control y los grupos tratados, tanto con EPS como con los compósitos. De 
manera similar, la concentración urinaria y plasmática de creatinina (figura 22D y 
E) tampoco se encontró una diferencia significativa (p<0.05) entre los 
tratamientos y el control del cultivo. Además, no se observaron cambios en la 
apariencia física ni en el comportamiento de las ratas durante el periodo de 
tratamiento. 
Figura 22. Parámetros de función renal de ratas Wistar tratadas con EPS y los compósitos sintetizados. El 
ensayo de realizó administrando dosis de 6 mg/mL vía oral de buffer (control), EPS, NPs de Ni y Zn. A volumen 
urinario; B proteínas; C glucosa; D creatinina urinaria y E creatinina en plasma. Barras de error representan la 
desviación estándar. Cada tratamiento fue realizado por triplicado. 
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5.8 Efecto de los antibióticos y su combinación con compósitos con 
nanopartículas sobre el crecimiento microbiano 
Para conocer la interacción de los compósitos sintetizados en conjunto con 
antibióticos y su posible efecto inhibitorio sobre las cepas clínicas primero se 
realizó la determinación de la MIC de estas cepas a los antibióticos ampicilina, 
kanamicina, cloranfenicol y ciprofloxacino, y se compararon estos valores contra 
los encontrados y registrados por el grupo de investigación para las cepas 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Pa) y Staphylococcus aureus ATCC 
6538 (Sa). Estos datos se muestran en la tabla 4. 
 
Tabla 4. Concentraciones mínimas inhibitorias de antibióticos  
Antibiótico Concentración mínima inhibitoria (ppm) 
PaR Pa Incremento 
(x veces) 
SaR Sa Incremento 
(x veces) 
Ampicilina 8 16 --- 512 0.0625 8192 
Kanamicina 8192 16 512 8192 16 512 
Cloranfenicol 128 8 16 64 1 64 
Ciprofloxacino 32 0.125 256 32 0.125 256 
 
Una vez determinada la concentración inhibitoria de los antibióticos, se 
procedió a realizar las combinaciones de estos con el compósito que contiene las 
nanopartículas de níquel, ya que este fue capaz de inhibir ambos 
microorganismos. Se probaron combinaciones de 0.5, 0.25, 0.125 y 0 veces la 
MIC obtenida del compósito con las mismas fracciones de la MIC de cada 
antibiótico, para tener un total de 9 combinaciones para cada par compósito-
antibiótico. 
Se obtuvieron buenas interacciones con ampicilina, kanamicina y 
cloranfenicol en los ensayos realizados con SaR, así como con kanamicina y 
cloranfenicol en los ensayos realizados con PaR. Obteniendo resultados no 
inhibitorios en las combinaciones compósito-ciprofloxacino.  
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En los ensayos donde se combinó el compósito con ampicilina, al utilizarse 
contra SaR (figura 23A) se obtuvo más de un 70% de inhibición en las 
combinaciones que utilizan 0.5 veces la MIC del compósito con las tres fracciones 
de MIC del antibiótico, siendo estas tres combinaciones diferentes 
significativamente (p<0.05) de sus respectivos controles, los tratamientos con los 
componentes por separado a esas concentraciones. Las 6 combinaciones 
restantes también presentaron diferencia significativa (p<0.05) de sus 
respectivos controles, inhibiendo entre 31-36% las combinaciones realizadas con 
0.25 MIC del compósito y entre 13-22% las combinaciones realizadas con 0.125 
MIC del compósito. Las 9 combinaciones realizadas presentaron sinergia en su 
efecto inhibitorio contra SaR (figura 24A). En las combinaciones utilizadas contra 
PaR (figura 25A) no se encontraron buenas inhibiciones de esta cepa, 
observando que siete de las nueve combinaciones utilizadas no presentan 
diferencia significativa (p<0.05) con respecto a alguno de sus controles, mientras 
que en aquellas que presentaron diferencia significativa (p<0.05) no se observó 
sinergia en su interacción (figura 26A), siendo la combinación de 0.125 MIC de 
ambos componentes de naturaleza aditiva y la que combina 0.5 MIC de ambos 
componentes de naturaleza antagónica. Mientras que cuatro combinaciones 
presentan naturaleza sinérgica, probablemente por la diferencia que existe entre 
uno de sus dos controles.  
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Figura 23. Efecto inhibitorio de fracciones de MIC de antibióticos potenciados por el compósito 
EPS-NiO contra la cepa clínica de Staphylococcus aureus resistente. Mapas de calor de los porcentajes 
de inhibición causados por las combinaciones de antibiótico-compósito utilizadas. La barra de color 
indica el porcentaje de inhibición de crecimiento que representa el gradiente de colores. El eje x muestra 
las fracciones de la MIC del compósito y el eje y muestra las fracciones de la MIC de los antibióticos 
ampicilina (A), kanamicina (B), cloranfenicol (C) y ciprofloxacino (D).  
 
En los ensayos donde se utilizaron las combinaciones compósito-
kanamicina, en ambas cepas se observaron buenas interacciones. En los 
ensayos realizados con SaR (figura 23B) únicamente las combinaciones donde 
se utilizó 0.5 MIC de kanamicina con 0.125 y 0.25 MIC del compósito no 
presentaron diferencia significativa (p<0.05) con alguno de sus controles, 
mientras que las siete combinaciones restantes si presentaron esta diferencia 
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(p<0.05). La combinación donde se utilizó 0.5 MIC de cada componente presentó 
buena inhibición, dando casi un 90% de inhibición. Mientras que las 
combinaciones restantes presentaron inhibiciones de 60 y 67% donde se utilizó 
0.5 MIC del compósito con 0.125 y 0.25 MIC de kanamicina, respectivamente; 33 
y 49% donde se utilizó 0.25 MIC del compósito con 0.125 y 0.25 MIC de 
kanamicina, respectivamente; así como 17 y 48% donde se utilizó 0.125 MIC el 
compósito con 0.125 y 0.25 MIC de kanamicina, respectivamente.  
Las interacciones observadas con estas combinaciones son en su mayoría 
sinérgicas (figura 24B). Para la combinación de 0.5 MIC de ambos componentes 
se observó una interacción sinérgica, las dos combinaciones donde no se 
observó diferencia significativa presentaron una interacción de naturaleza 
antagónica mientras que la combinación donde se utilizó 0.25 MIC de cada 
componente se observó una interacción de naturaleza aditiva. Al utilizar esta 
combinación en los cultivos de PaR (figura 25B) cuatro de las nueve 
combinaciones mostraron diferencia significativa (p<0.05) con respecto a sus 
controles, siendo estas las combinaciones de 0.5 MIC del compósito con 0.5 y 
0.25 MIC de kanamicina, con 84 y 71% de inhibición, respectivamente; la 
combinación de 0.25 MIC del compósito con 0.125 MIC de kanamicina, con 27% 
inhibición, así como la combinación de 0.125 MIC del compósito con 0.25 MIC de 
kanamicina con 43% inhibición. En cuanto a las interacciones, únicamente tres 
presentaron naturaleza sinérgica (figura 26B), siendo estas 0.5 MIC del 
compósito con 0.5 y 0.125 MIC de kanamicina y 0.25 MIC del compósito con 
0.125 MIC de kanamicina. 
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Figura 24. Análisis de las interacciones antibiótico-compósito EPS-NiO contra la cepa clínica de 
Staphylococcus aureus resistente. Mapa de calor del efecto antagónico (<0), aditivo (=0) y sinérgico 
(>0) de las combinaciones antibiótico-compósito realizadas. La barra de color indica el grado de 
interacción que representa el gradiente de colores. El eje x muestra las fracciones de la MIC del compósito 
y el eje y muestra las fracciones de la MIC de los antibióticos ampicilina (A), kanamicina (B), 
cloranfenicol (C) y ciprofloxacino (D).  
 
En los ensayos donde se combinó el compósito sintetizado con el 
antibiótico cloranfenicol se observaron buenas interacciones, así como un buen 
efecto inhibitorio. Cuando se utilizaron las combinaciones contra SaR (figura 23C) 
se observó que ocho de las nueve combinaciones presentaron diferencia 
significativa (p<0.05) con respecto a sus respectivos controles, únicamente la 
combinación donde se utilizó 0.125 MIC de cada componente no presentó 
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diferencia con los controles. Se encontró un efecto inhibitorio del 95% al utilizar 
0.5 MIC de cada componente, y un 80% al utilizar 0.5 y 0.25 MIC del compósito 
y del antibiótico, respectivamente.  
Para estas combinaciones se encontró que la mayoría son de naturaleza 
sinérgica (figura 24C), con excepción de aquella donde no se observó diferencia 
con respecto a los controles utilizados. Al realizar estos ensayos combinatorios 
contra la cepa PaR (figura 25C), observamos inhibiciones similares a las 
encontradas con SaR. Dos de las nueve combinaciones no presentaron 
diferencia significativa (p<0.05) con sus controles. De las siete combinaciones 
restantes, las que presentaron mejor inhibición fueron aquellas donde se combinó 
0.5 MIC del compósito con las diferentes concentraciones de cloranfenicol, 
aumentando su efecto inhibitorio al incrementar la concentración del antibiótico, 
siendo 80, 86 y 97% de inhibición para las fracciones con 0.125, 0.25 y 0.5 MIC 
de cloranfenicol, respectivamente. Las interacciones de estas combinaciones 
mostraron naturaleza antagónica para las dos que no presentaron diferencia 
significativa (figura 26C), mientras que las siete combinaciones restantes 
resultaron sinérgicas para las concentraciones utilizadas en este estudio.  
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Figura 25. Efecto inhibitorio de fracciones de MIC de antibióticos potenciados por el compósito 
EPS-NiO contra la cepa clínica de Pseudomonas aeruginosa resistente. Mapas de calor de los 
porcentajes de inhibición causados por las combinaciones de antibiótico-compósito utilizadas. La barra 
de color indica el porcentaje de inhibición de crecimiento que representa el gradiente de colores. El eje x 
muestra las fracciones de la MIC del compósito y el eje y muestra las fracciones de la MIC de los 
antibióticos ampicilina (A), kanamicina (B), cloranfenicol (C) y ciprofloxacino (D).  
 
Cuando se utilizó el compósito en combinación con el antibiótico 
ciprofloxacino se encontraron diferentes comportamientos para ambas cepas. Al 
realizar los ensayos contra SaR (figura 23D) solo se observó diferencia 
significativa (p<0.05) en una combinación, donde se combinó 0.5 MIC de 
ciprofloxacino con 0.125 MIC del compósito, causando un porcentaje de 
inhibición menor al encontrado en el control del antibiótico. Mientras que las 
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demás combinaciones no presentaron diferencia significativa (p<0.05) con 
respecto a sus controles. Al analizar la naturaleza de estas interacciones se 
encontró que todas son de carácter antagónico (figura 24D). Mientras que en los 
ensayos realizados contra PaR se observó un comportamiento diferente. En las 
tres combinaciones donde se utilizó 0.5 MIC del compósito con las diferentes 
fracciones de MIC del antibiótico se presentó diferencia significativa (p<0.05) con 
respecto a sus controles (figura 25D), obteniendo un porcentaje de inhibición de 
83, 81 y 80% con 0.125, 0.25 y 0.5 MIC de ciprofloxacino, respectivamente; 
mientras que el resto de las combinaciones no presentan diferencia significativa 
(p<0.05). Al analizar las interacciones se encontró un comportamiento constante 
(figura 26D); al combinar una fracción de la MIC del compósito con la fracción 
baja del antibiótico se obtiene una interacción sinérgica, pero a medida que se 
aumenta la concentración del antibiótico la interacción se desplaza hacia los 
valores antagónicos, siendo esta interacción la encontrada en las tres 
combinaciones donde se utiliza 0.5 MIC del antibiótico.  
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Figura 26. Análisis de las interacciones antibiótico-compósito EPS-NiO contra la cepa clínica de 
Pseudomonas aeruginosa resistente. Mapa de calor del efecto antagónico (<0), aditivo (=0) y sinérgico 
(>0) de las combinaciones antibiótico-compósito realizadas. La barra de color indica el grado de 
interacción que representa el gradiente de colores. El eje x muestra las fracciones de la MIC del compósito 
y el eje y muestra las fracciones de la MIC de los antibióticos ampicilina (A), kanamicina (B), 
cloranfenicol (C) y ciprofloxacino (D). 
 
5.9 Efecto de los antibióticos y su combinación con compósitos con 
nanopartículas sobre la producción de biofilm  
Se analizó la producción de biofilm utilizando combinaciones de manera 
similar al ensayo de inhibición de crecimiento. En esta ocasión se utilizaron 
ampicilina, kanamicina y cloranfenicol, dejando fuera del ensayo al antibiótico 
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ciprofloxacino por su tendencia a formar combinaciones antagónicas con los 
compósitos sintetizados.  
Las combinaciones se realizaron a las mismas concentraciones que en el 
ensayo de inhibición de crecimiento, 0.125, 0.25 y 0.5 veces la MIC de cada 
compuesto. Sin embargo, a diferencia de lo que se observó en dichos ensayos, 
ambas cepas bacterianas aumentaron la producción de biofilm tanto con los 
compuestos individuales como en las combinaciones de concentraciones sub-
inhibitorias, como se muestra en las figuras 27 y 28, resultando en condiciones 
de antagonismo entre los compósitos sintetizados y los antibióticos en cuanto a 
la disminución de la producción de biofilm.  
 
 
Figura 27. Producción de biofilm de la cepa clínica de Staphylococcus aureus resistente al utilizar 
fracciones de MIC de antibióticos en combinación con el compósito EPS-NiO. Mapas de calor de los 
porcentajes de la producción de biofilm causados por las combinaciones de antibiótico-compósito 
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utilizadas. La barra de color indica el porcentaje de producción de biofilm que representa el gradiente de 
colores. El eje x muestra las fracciones de la MIC del compósito y el eje y muestra las fracciones de la 
MIC de los antibióticos ampicilina (A), kanamicina (B) y cloranfenicol (C). 
 
 
Figura 28. Producción de biofilm de la cepa clínica de Pseudomonas aeruginosa resistente al utilizar 
fracciones de MIC de antibióticos en combinación con el compósito EPS-NiO. Mapas de calor de los 
porcentajes de la producción de biofilm causados por las combinaciones de antibiótico-compósito 
utilizadas. La barra de color indica el porcentaje de producción de biofilm que representa el gradiente de 
colores. El eje x muestra las fracciones de la MIC del compósito y el eje y muestra las fracciones de la 
MIC de los antibióticos ampicilina (A), kanamicina (B) y cloranfenicol (C). 
 
5.10 Efecto de los compósitos sobre la integridad de la membrana celular 
bacteriana 
Con el fin de conocer una posible causa de la inhibición del crecimiento de 
las cepas debido a la exposición con los compósitos se determinaron los 
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azúcares reductores en el sobrenadante. Considerando al control sin tratamiento 
como 0% de azúcares segregados, cuando se trató a SaR con cada compuesto 
se observó un incremento en los azúcares reductores segregados al medio de 
27.69, 15.74 y 4.34 % causado por los compósitos que contienen NiONPs, 
ZnONPs y el EPS sin modificar, respectivamente (figura 29). Ambos compósitos 
presentaron diferencia significativa (p<0.05) con respecto al control sin 
tratamiento, mientras que el EPS no presentó diferencia. Al tratar a PaR con los 
compuestos, se observaron resultados similares, con incremento de 27.63, 22.85 
y 14.88% de azúcares segregados al utilizar el compósito con NiONPs, ZnONPs 
y el EPS sin modificar, respectivamente (figura 29). Nuevamente, ambos 
compósitos mostraron diferencia significativa (p<0.05) en comparación con el 
control sin tratamiento, mientras que el EPS no mostró esta diferencia.  
Figura 29. Efecto de los compósitos con NiONPs y ZnONPs, y de EPS sobre la segregación de 
azúcares reductores al medio de cultivo. Porcentaje de azúcares reductores segregados al 
medio por SaR y PaR causado por ambos compósitos sintetizados y el EPS a una concentración 
de 3 mg/mL considerando el control sin tratamiento como 0%. Las barras de error representan 
la desviación estándar. * indica la diferencia significativa (p<0.05) del control sin tratamiento. 
Cada experimento fue realizado por triplicado. 
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CAPÍTULO 6 
 
DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
En las últimas décadas, la síntesis de nanopartículas ha sido objeto de 
diversos estudios. Una de las nuevas tendencias es la síntesis mediante 
diferentes procesos químicos en los que se reduce al máximo la producción de 
contaminantes, es decir, las llamadas síntesis verdes. En el presente trabajo se 
propone el uso de un exopolisacárido, producido por la levadura Rhodotorula 
mucilaginosa UANL-001L, como agente estabilizador, el cual ayudará a disminuir 
la generación de residuos potencialmente tóxicos para el medio ambiente.  
 
Se realizó la caracterización de los grupos funcionales presentes en el 
EPS por medio de FTIR. La banda ancha que se encuentra entre 3600-3200 cm-
1
 se atribuye al grupo OH- de los alcoholes, la banda observada a 2900 cm-1 se 
atribuye al estiramiento del carbono sp3. El pico observado en 1650 se atribuye 
a un estiramiento del grupo C=O (87). Las bandas que se observan alrededor de 
1420 cm-1 se atribuyen a la flexión C-H. Las bandas alrededor de 1250-1050 cm-
1
 se atribuyen a las vibraciones de estiramiento del enlace C-O-C en derivados 
de azúcares (92). Estos resultados muestran que el EPS está compuesto 
principalmente por azúcares y carboxilatos, lo cual concuerda con lo reportado 
Vazquez-Rodriguez et al. (93). El análisis de las nanopartículas obtenidas con los 
tres metales y recubiertas con EPS mostró la presencia de las mismas bandas 
observadas en el EPS solo; sin embargo, se apreciaron cambios en su 
intensidad. Los cambios observados en los espectros FTIR de las compósitos 
pueden ser explicados por distintos fenómenos que ocurren durante la síntesis 
de las nanopartículas en relación con la estabilización de estas. La banda 
correspondiente al C=O se encontró en una longitud de onda un poco menor 
debido a la conjugación del polímero con las nanopartículas. También se observó 
que la intensidad de las bandas C-H fueron menores, lo cual sugiere la presencia 
de interacciones por puentes de hidrógeno, características de los polisacáridos 
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(3). Un cambio en su frecuencia de vibración (cm-1) y la intensidad de las bandas, 
se debe a una disminución en la fuerza de los enlaces de los grupos funcionales 
al coordinarse con el átomo metálico, así como la formación de puentes de 
hidrógeno con el átomo de oxígeno de las nanopartículas (94–96). Por otro lado, 
las bandas correspondientes al enlace C-O-C presentaron menor intensidad, 
mientras que el pico correspondiente al enlace C-O, alrededor de 1300 cm-1, 
presentó una mayor intensidad que antes de la reacción con los metales. El 
cambio en estas bandas puede ser causado por la participación del EPS en la 
síntesis. Debido a que la reacción de síntesis se desarrolla en un medio acuoso, 
la presencia de oxígeno, disuelto o como parte de la estructura de EPS, juega un 
papel importante en la síntesis, ya que las nanopartículas de estos metales tienen 
a oxidarse con facilidad en su síntesis (97,98). De esta forma, el EPS puede estar 
actuando como proveedor de átomos de O, involucrando su estructura y grupos 
funcionales para la estabilización de las nanopartículas, causando un cambio en 
la intensidad de las distintas bandas correspondientes (99,100). Estos cambios 
sugieren que algunos de los azúcares presentes en el EPS están involucrados 
en la síntesis de las NPs en conjunto con el agente reductor utilizado (101).  
 
Una vez caracterizado el EPS, se realizó la síntesis de NPs de Cu 
empleando a este como agente estabilizador. El análisis del espectro UV-Vis 
mostró la presencia de un SPR a los 580 nm. Argueta-Figueroa et al. (102) 
reportan un pico de absorción para NPs de Cu a los 589 nm, obteniendo NPs de 
tamaño promedio de 3.9 nm. Rajesh et al. (103) utilizando PVP como agente 
estabilizante y NaBH4 como reductor para la síntesis de NPs de Cu observaron 
que, con forme se incrementaba el pH de la reacción, de 6 a 10, las NPs 
sintetizadas disminuían en tamaño, de 18 a 9 nm, al igual que la longitud de onda 
de su respectivo SPR, de 590 a 575 nm. Considerando que nuestro SPR fue de 
580 nm, a un pH de 9 en la reacción de síntesis, en base a lo anteriormente 
mencionado se esperaría obtener nanopartículas con un tamaño entre los 3 y 20 
nm. Sin embargo, después de secar y resuspender las NPs de Cu obtenidas, se 
observó que el SPR cambió de 580 nm a 612 nm. Posteriormente, las NPs de Cu 
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se observaron mediante SEM, notando que las NPs obtenidas en este estudio, 
presentaron una forma geométrica poligonal, aunque no uniforme, de un tamaño 
promedio de 145 nm. Estos resultados concuerda con un estudio, realizado por 
Link & El-Sayed (104), quienes reportaron que al aumentar el tamaño de partícula 
se observa un cambio en el SPR, encontrando el pico de máxima absorción a 
una longitud de onda mayor. De esta forma se observó que durante el proceso 
de secado las NPs obtenidas aumentan en tamaño, por un probable proceso de 
sinterización, el cual puede ocurrir al elevar la temperatura en una dispersión de 
nanopartículas (52).  
En relación a la estabilidad de las NPs de Cu, es importante mencionar 
que no fueron estables en solución acuosa (en el medio de cultivo) y que uno de 
los principales problemas al trabajar con este tipo de nanopartículas de este metal 
es su gran sensibilidad al oxígeno, causando serios problemas en su estabilidad 
y resistencia a la oxidación (98). El uso de estabilizantes poliméricos ayuda a 
mantener estables las nanopartículas de cobre, sin embargo, esto es 
dependiente de los grupos funcionales que conformen dicho polímero. Kanninen 
et al. (98) observaron que la resistencia a la oxidación por aire aumentaba al 
utilizar un estabilizante con grupos tiol, o con ácido oleico; aunque también 
reportan que un exceso de grupos tiol causaba desestabilización de las 
nanopartículas. En otro estudio realizado por Miao et al. (105) se observó que los 
grupos funcionales del EPS, extraído de un lodo microbiano, pueden acelerar la 
disolución de las nanopartículas debido a su afinidad por los iones Cu2+ en un 
ambiente acuoso. Esto explicaría por qué las nanopartículas sintetizadas en el 
presente trabajo no se mantuvieron estables en el medio de cultivo utilizado, ya 
que, como reportó Vázquez-Rodríguez et al. (93), el EPS utilizado está 
compuesto solo por azúcares.  
 
Las siguientes nanopartículas sintetizadas fueron las NPs de Zn 
estabilizadas con EPS. La determinación del SPR en el momento de la síntesis 
mostró que la absorbancia para estas NPs, a diferencia de las NPs de Cu, no 
presentó un pico de absorbancia muy definido para el SPR, sino que se la 
93 
 
absorbancia se presentó en forma de meseta, alrededor de los 330-360 nm. Sin 
embargo, después del lavado, secado y de resuspenderlas se observó un SPR 
más definido a los 347nm, lo cual pudo ser causado por productos secundarios 
originados durante la síntesis y que en conjunto absorbieran a estas longitudes 
de onda, los cuales fueron descartados del compósito con los lavados realizados 
a este. Otros autores han observado los picos de absorción para el SPR de 
nanopartículas de ZnO entre los 334-375 nm (106,107), como lo reportado por 
Sangeetha et al. (108), quienes sintetizaron nanopartículas de ZnO con 
diferentes concentraciones de aloe vera como agente reductor, observando SPR 
de entre 358 y 375 nm y tamaños de 25 a 40 nm. De acuerdo con estos reportes 
y al pico de absorbancia observado a 347 nm, se esperaría que las NPs de 
nuestro compósito posean un tamaño menor a 25 nm.  
 
Para confirmar el tamaño y la distribución de las nanopartículas obtenidas 
en el EPS se utilizó la técnica TEM. Las micrografías obtenidas mostraron 
nanopartículas con variedad de tamaños las cuales se encuentran dentro de la 
red del EPS. Resultados similares fueron observados por Sathiyanarayanan et 
al. (71), quienes al sintetizar nanopartículas de Au con EPS extraído de Bacillus 
megaterium y analizarlas mediante TEM observaron aglomerados de NPs de Au 
distribuidas dentro de este polímero. El patrón de difracción de electrones 
muestra algunos anillos difusos, provocados por la matriz polimérica, así como 
anillos punteados característicos de materiales policristalinos (109). Estos anillos 
corresponden a los planos [1,0,0], [0,0,2], [1,0,1], [1,1,0], [1,0,3], [2,0,0], [1,1,2], 
[2,0,1], [2,1,0], [3,0,0] y [2,1,3] de ZnO con geometría hexagonal (JCPDS No. 36-
1451) (110), similar a lo reportado por Talam et al. (106) y Aneesh et al. (111) 
para la caracterización de las nanopartículas de ZnO que sintetizaron. El análisis 
por EDS demostró la presencia de Zn, C y O, confirmando la síntesis de las 
nanopartículas de Zn (en forma de ZnO) dentro de la matriz polimérica del EPS. 
 
Para las nanopartículas de Ni se utilizaron las mismas técnicas de 
caracterización utilizadas para las NPs de Zn. Se midió el espectro UV-Vis para 
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corroborar la presencia de su SPR, el cual se presentó en 348 nm, la presencia 
del plasmón para nanopartículas de Ni ha sido reportado entre los 320-360 nm 
(112–114). Además de este pico de absorbancia, antes de los lavados se observó 
un pico de absorbancia a los 400 nm, el cual corresponde la absorbancia 
característica de los iones de Ni(II) (110). Este pico desapareció después de lavar 
y secar el compósito, lo cual evidencia la ausencia de los iones de Ni(II) libres. 
Las micrografías obtenidas por TEM mostraron que las nanopartículas de Ni 
sintetizadas se distribuyen tanto dentro como en la periferia del EPS. A través del 
patrón de difracción se observaron anillos difusos y de puntos, los cuales se 
adjudican al plano [1,0,1] de NiO con geometría romboédrica (JCPDS No. 44-
1159), estos resultados concuerdan con lo reportado por Kalyani & Kalaiselvi(91) 
y Hotovy et al. (115) sobre la caracterización de materiales de NiO. Finalmente, 
el análisis por EDS mostró la presencia de Ni, O y C, lo que confirma que las 
nanopartículas de Ni (en forma de NiO) se sintetizaron en la matriz polimérica del 
EPS. 
 
Las nanopartículas han sido reconocidas como materiales con 
propiedades prometedoras en el campo de la medicina. Diferentes 
nanopartículas metálicas, como TiO2, Ag, ZnO, CuO, MgO, etc., han sido 
reportadas como agentes antimicrobianos (116). Los exopolisacáridos también 
han sido objeto de estudio por esta clase de actividad, aunque sus efectos 
antimicrobianos pueden modificarse debido a las variaciones existentes en su 
producción. Onbasli et al. (117) reportó la variación de la actividad antimicrobiana 
de un EPS extraído de P. aeruginosa cultivada bajo diferentes concentraciones 
de nutrientes, observando diferencias en su actividad entre E. coli (gramnegativa) 
y B. subtilis (grampositiva), así como condiciones de síntesis donde no hubo 
actividad antimicrobiana. En el presente trabajo se probó la actividad 
antimicrobiana de los compósitos sintetizados, así como del EPS sin reaccionar. 
Este último, a pesar de que está reportado que es capaz de inhibir el crecimiento 
de S. aureus ATCC 6538 (93), no presentó actividad antimicrobiana contra 
ninguno de los aislados clínicos resistentes utilizados en este trabajo. Esto se 
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puede deber a la naturaleza del EPS o a las condiciones de su síntesis, como se 
mencionó anteriormente.  
 
El tratamiento de cepas grampositivas y gramnegativas con los 
compósitos mostraron diferencias en el crecimiento bacteriano y la formación de 
biofilm. El efecto antibacteriano de las nanopartículas de ZnO sobre la cepa 
grampositiva, SaR, fue independiente de la concentración, mientras que para la 
cepa gramnegativa PaR, el crecimiento bacteriano no fue inhibido en ninguna de 
las concentraciones utilizadas. Diversos autores han reportado diferencias en el 
efecto antibacteriano del ZnO, mostrando que las cepas grampositivas son más 
sensibles que las gramnegativas (118–120). Por otro lado, se ha observado que 
el efecto antimicrobiano de las nanopartículas de ZnO aumenta cuando el tamaño 
de partícula disminuye. Hosseinkhani et al. (121) observaron que al disminuir el 
tamaño de partícula utilizado también disminuía la población bacteriana de 
Shigella dysenteriae. De manera similar, Emami-Karvani et al. (122) observaron 
que la actividad antimicrobiana de nanopartículas de ZnO era mayor cuando el 
tamaño de partícula utilizado era pequeño, mientras que el polvo a granel de ZnO 
no presentaba efecto alguno. Sin embargo, en el presente trabajo se observó que 
al incrementar la concentración del compósito, aumentó el crecimiento de P. 
aeruginosa demostrando que no hubo actividad antibacteriana. Este efecto 
puede estar asociado con la distribución de las nanopartículas dentro de la matriz 
del exopolisacárido, ya que, a diferencia de las NPs de NiO, al encontrarse muy 
próximas entre sí dentro de la matriz del EPS pueden formar aglomerados al 
momento de incrementar su concentración, lo cual impediría su interacción con 
las bacterias y con esto su efecto antimicrobiano. Este efecto también puede 
explicar que S. aureus no sea inhibido al incrementar la concentración del 
compósito de ZnO. Asimismo, a pesar de que se ha reportado actividad 
antibiofilm de nanopartículas de ZnO contra P. aeruginosa (123) y S. aureus 
(124), en el presente trabajo no se observó actividad antibacteriana incluso 
utilizando concentraciones en las que se observó inhibición del crecimiento. De 
manera similar a los resultados de inhibición, la razón de no haber observado 
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efecto puede estar relacionado con el acomodo que poseen las nanopartículas 
en el compósito, comportamiento observado también por Akhil et al. (125), 
evaluaron la actividad antibiofilm de nanopartículas de ZnO sintetizadas con 
diferentes polímeros utilizados como estabilizadores. Sus resultados mostraron 
que a concentraciones donde los compósitos presentaban buena actividad 
antimicrobiana la actividad antibiofilm no resultó tan efectiva, e incluso 
dependiendo del polímero estabilizador utilizado, esta actividad era menor que la 
presentada por nanopartículas de ZnO sin polímero.  
 
A diferencia de los observado con ZnO, el tratamiento de cepas resistentes 
con el compósito que contiene nanopartículas de NiO mostró inhibición del 
crecimiento bacteriano de tipo concentración-respuesta  Estos resultados 
concuerdan con lo reportado por Argueta-Figueroa et al. (102) quienes evaluaron 
el efecto antimicrobiano de nanopartículas de Cu, Ni y bimetálica Cu-Ni en cepas 
de E. coli, S. aureus y Streptococcus mutans y mostraron que el efecto 
antimicrobiano de las diferentes nanopartículas fue muy similar entre las cepas 
grampositivas y gramnegativas. Además, observaron el mismo comportamiento 
al determinar la actividad antibiofilm del compósito, donde el porcentaje de biofilm 
formado disminuyó al aumentar la concentración de este. Resultados similares 
fueron reportados por Saleem et al. (126) cuando probaron la actividad 
antimicrobiana y antibiofilm de nanopartículas de NiO sintetizadas utilizando 
extractos de Eucalyptus globulus. Ellos observaron inhibición del crecimiento en 
cepas de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus resistentes a antibióticos y una sepa 
de S. aureus sensible a meticilina, donde la densidad óptica de los cultivos 
disminuyó al incrementar la concentración de las nanopartículas. Así mismo, 
observaron este comportamiento en la inhibición del biofilm formado por las 
cuatro cepas, donde no se presenta una amplia diferencia en su actividad 
antibiofilm en las diferentes cepas, similar a lo encontrado en nuestros 
experimentos, donde se observó inhibición del biofilm formado por las cepas 
clínicas a concentraciones donde el compósito es capaz de inhibir su crecimiento.  
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Junto con la tendencia en el desarrollo y comercialización de 
nanomateriales se requiere darle una gran importancia a la seguridad de estos y 
de sus métodos de síntesis, en cuestión de la salud pública y del medio ambiente. 
De esta manera, el objetivo de las síntesis mediante metodologías verdes tiene 
como finalidad incrementar la biocompatibilidad de estos materiales, ya que 
muchos de los metales de transición utilizados llegan a causar efectos adversos 
en organismos vivos. Para cada organismo, el correcto funcionamiento de sus 
órganos es de vital importancia para permanecer en un estado de salud 
balanceado. Esto es logrado en mayor parte por el hígado y el riñón. De este 
último, las nefronas constituyen la unidad estructural y funcional básica, ya que 
llevan a cabo distintas funciones para mantener la homeostasis del cuerpo. En el 
presente trabajo se evaluó la toxicidad in vivo de los distintos compósitos 
mediante la determinación de parámetros de función renal. Se observó que la 
administración vía oral de una dosis diaria durante 3 días, a una concentración 
del doble de la encontrada como inhibitoria, no produjo diferencias significativas 
en los parámetros de función renal utilizados como marcadores de toxicidad en 
el presente estudio. Se ha reportado que la toxicidad de las nanopartículas, así 
como su efecto antimicrobiano, puede variar dependiendo los métodos de 
síntesis, el tamaño de partícula, la distribución de las partículas. Por lo tanto, se 
tienen diferentes efectos para nanopartículas del mismo metal sintetizadas por 
metodologías diferentes. La dosis de cada compósito utilizada en este trabajo, 
equivalente a 24 mg/kg de peso, la cual se encuentra por debajo de las diferentes 
dosis letales 50 (LD50) reportadas en la literatura. Zemlyanova et al. (127) 
reportaron una LD50 en ratas de 5000 mg/kg de peso para NiO nanodisperso. 
Kovriznych et al. (128) reportan una LC50 (concentración letal 50) de 
nanopartículas de NiO de 100 mg/kg de peso utilizando el pez zebra como 
organismo modelo. Para nanopartículas de ZnO Patra et al. (129) reportan un 
nivel donde no se observan efectos adversos (NOAEL) de 1000 mg/kg en 
ratones. De manera similar, Seok et al. (130) reportaron un NOAEL de 268.4 
mg/kg de peso al día para ratas. Mientras que para exopolisacáridos, Ramírez et 
al. (131) reportó un NOEAL utilizando 400 mg/kg de peso de un EPS extraído de 
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una cepa de Rhodotorula minuta. Por lo tanto, nuestros resultados muestran que 
los compósitos sintetizados en este trabajo no poseen efectos adversos renales 
en los animales de estudio utilizados.  
 
La resistencia a antibióticos es un problema que se desarrolló a partir del 
uso de fármacos en el tratamiento de enfermedades infecciosas, cuyo impacto 
se ha incrementado en los últimos años y se considera como uno de los más 
grandes inconvenientes para su tratamiento (132). Una de las estrategias 
adoptadas para combatir esta problemática es utilizar  compuestos adyuvantes 
con el propósito de retrasar/combatir la resistencia a antibióticos al atacar a la 
célula microbiana por diferentes medios, además de obtener combinaciones que 
presenten un efecto sinérgico entre sus componentes (133). Con el fin de obtener 
este efecto se realizaron combinaciones del compósito con NiONPs sintetizado 
con cuatro diferentes antibióticos en concentraciones menores a su MIC. La 
mayoría de las combinaciones del compósito con ampicilina y cloranfenicol 
mostraron efectos antimicrobianos sinérgicos en la cepa SaR. En contraste, la 
combinación con kanamicina mostró pocas interacciones sinérgicas; mientras 
que al utilizarse ciprofloxacino se encontró un efecto antagónico en la mayoría 
de las combinaciones. Por otro lado, al realizar las mismas combinaciones del 
compósito con antibióticos en la cepa PaR, se observaron comportamientos 
diferentes. El compósito por sí mismo presentó un efecto antimicrobiano en la 
cepa gramnegativa, mientras que su combinación con los diferentes antibióticos 
no se observó un gran número de combinaciones sinérgicas como en los ensayos 
con la cepa grampositiva. Al utilizase con ampicilina la mitad de las 
combinaciones presentaron efecto sinérgico, mientras que, al utilizarse con 
kanamicina, la mayoría de las combinaciones presentaron un efecto antagónico. 
Al utilizase con cloranfenicol la mayor parte de las combinaciones presentó 
sinergia; sin embargo, las combinaciones realizadas con ciprofloxacino, contrario 
a lo observado en las pruebas en SaR, la mayoría presentaron efecto sinérgico 
en la cepa gramnegativa. Se ha reportado previamente el efecto sinérgico de 
estos metales de transición (en forma iónica) combinados con el antibiótico β-
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lactámico ampicilina, así como el aminoglucósido kanamicina, en la inhibición del 
crecimiento de cepas grampositivas y gramnegativas tanto sensibles como 
resistentes a los mismos (82). De manera similar, se ha reportado que el uso de 
nanopartículas en combinación con diferentes antibióticos incrementa el efecto 
antimicrobiano de estos últimos. Jyoti et al. (134) utilizaron nanopartículas de Ag 
para incrementar el efecto antimicrobiano de distintos antibióticos β-lactámicos y 
aminoglucósidos en una variedad de cepas grampositivas y gramnegativas, 
demostrando un incremento en la actividad antimicrobiana, en la mayoría de las 
combinaciones, mientras que solo en algunas no se observó efecto alguno. 
Khurana et al. (135) utilizaron combinaciones de nanopartículas de Ag o Cu con 
tetraciclina o kanamicina, contra B. subtilis y Pseudomonas flourescens 
observando que la combinación puede, ya sea, incrementar o disminuir la 
actividad antimicrobiana de los antibióticos al utilizarse en combinación con las 
NPs. Los diferentes comportamientos de las combinaciones del compósito con 
los antibióticos en las diferentes cepas pueden deberse a las diferencias entre 
las mismas, como es el caso de la sensibilidad a los antibióticos β-lactámicos 
entre las cepas grampositivas y gramnegativas, tal como se observó en la 
sensibilidad de las cepas ATCC reportadas (véase tabla 4), así como en el trabajo 
reportado por Garza-Cervantes (82), siendo en este trabajo la bacteria 
grampositiva 256 veces más sensible que la gramnegativa. Además de la 
interacción antibiótico-compósito, como podría ser el caso de las combinaciones 
con ciprofloxacino, el cual se ha reportado que es capaz de formar complejos con 
distintos metales de transición, tanto en forma iónica (136–138) como en 
nanopartículas (139), que pueden incrementar o disminuir su actividad 
antimicrobiana. Esto sumado a la distinta sensibilidad de las cepas de estudio al 
compósito sería la diferencia entre la actividad antimicrobiana observada, ya que 
la cepa gramnegativa fue más sensible al compósito de nanopartículas de NiO, 
necesitando una menor concentración para su inhibición, reduciendo así la 
posibilidad de formación de un complejo entre los componentes, además de la 
ya mencionada diferencia entre la pared celular de las bacterias utilizadas. Por 
otra parte, la producción de biofilm no se vio afectada por las combinaciones 
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utilizadas, en los ensayos realizados con ambas cepas resistentes la producción 
se mantuvo e incluso se aumentó en varias de las combinaciones, como fue el 
caso de las combinaciones con kanamicina. Esto puede deberse al tipo de 
exposición que las cepas tuvieron con los compósitos y el antibiótico, ya que en 
los ensayos de inhibición el método de prueba requiere agitación continua, 
mientras que en la producción de biofilm el método requiere que el cultivo se 
mantenga estático, lo que podría causar precipitación de los compósitos. Además 
se ha observado que diversos antibióticos al ser utilizados a concentraciones 
sub-inhibitorias causan un aumento en la producción de biofilm en diferentes 
cepas de los géneros Staphylococcus y Pseudomonas (140–142), esto sumando 
con la posible precipitación de los compósitos podría causar el efecto observado 
de antagonismo observado en los ensayos combinatorios para la inhibición de 
producción de biofilm.  
En cuanto el posible efecto por el cual los compósitos causan la inhibición 
del crecimiento y de la producción de biofilm, se realzó un ensayo para medir la 
cantidad de compuestos intracelulares solubles en el medo de cultivo, al ser una 
medida de la integridad de la membrana celular de la bacteria expuesta a agentes 
antimicrobianos. Se ha reportado que el uso de polisacáridos (143) y 
polisacáridos modificados (144) en cultivos bacterianos causa liberación de 
productos intracelulares, como proteínas solubles. Además, las nanopartículas 
cargadas positivamente tienen mayor interacción electrostática con la membrana 
celular cargada negativamente (145), aunque se han reportado que partículas 
cargadas negativamente se pueden también adsorber en sistemas con carga 
negativa como la membrana celular, por diferentes mecanismos como 
endocitosis no-específica o mediada por proteínas (146). En este trabajo 
observamos la liberación de azúcares reductores solubles de la bacteria, 
aumentando su concentración en el medio de cultivo al exponer las cepas a los 
compósitos sintetizados. Como se indica con el análisis de potencial zeta el EPS 
posee una carga neta negativa, algo comúnmente observado para los EPS 
microbianos (147,148), con un valor de -76.1 mV. Un cambio en el potencial zeta 
de los compósitos nos indicaría la carga neta de las nanopartículas sintetizadas. 
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Al observar el potencial zeta de los compósitos, se observó que la carga neta 
para ambos se mantiene negativa, pero para el compósito de NiONPs se observó 
un cambio de -76.1 a -8.6 mV, sugiriendo que estas nanopartículas poseen carga 
positiva. Esto podría explicar la razón por la cual este compósito causa una mayor 
liberación de azúcares reductores al medio de cultivo, así como un mayor efecto 
inhibitorio. Por todo esto, se considera que la membrana celular podría ser uno 
de los objetivos antimicrobianos de los compósitos sintetizados.  
Con base a lo observado en el presente trabajo de tesis, se observa que 
estos compósitos poseen potencial para su uso como agentes antimicrobianos 
contra infecciones causadas por microorganismos resistentes a antibióticos. Sin 
embargo, poco se sabe sobre su efectividad contra una infección establecida en 
un organismo vivo. Por lo tanto, estudios sobre su actividad antimicrobiana en 
distintos modelos de infección in vivo podrían abrir camino en el correcto uso de 
los compósitos antimicrobianos como los obtenidos en el presente trabajo. 
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CAPÍTULO 7 
 
CONCLUSIONES 
 
• Se extrajo un exopolisacárido a partir del sobrenadante de un cultivo de la 
levadura Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L con las modificaciones, 
planteadas en el presente trabajo, al método reportado. 
 
• Se sintetizaron nanopartículas que contienen los metales Cu, Ni y Zn 
utilizando el exopolisacárido de Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L 
como agente estabilizador y ácido ascórbico como agente reductor. 
 
• Se identificó que las nanopartículas de Cu sintetizadas en el 
exopolisacárido de Rhodotorula mucilaginosa UANL-001L fueron 
inestables en soluciones acuosas y soluciones amortiguadas a un pH de 
7. Además, que el metal se encontró completamente en estado reducido. 
 
• Por otro lado, se identificó que las nanopartículas de NiO y ZnO 
sintetizadas en el exopolisacárido de Rhodotorula mucilaginosa UANL-
001L solo fueron estables en soluciones amortiguadas a pH de 7.  
 
• El compósito NiO-EPS posee la capacidad de inhibir el crecimiento y la 
producción de biofilm de las cepas clínicas Staphylococcus aureus y 
Pseudomonas aeruginosa a concentraciones de 3 y 2 mg/mL, 
respectivamente.  
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• El compósito ZnO-EPS posee la capacidad de inhibir el crecimiento de la 
cepa clínica Staphylococcus aureus a partir de 1 mg/mL, pero no posee la 
capacidad de inhibir el crecimiento de la cepa clínica Pseudomonas 
aeruginosa, ni la producción de biofilm de ambas cepas a las 
concentraciones utilizadas. 
 
• Los compósitos NiO-EPS y ZnO-EPS no presentaron toxicidad in vivo al 
administrarse vía oral en ratas Wistar de acuerdo con los parámetros de 
daño renal evaluados en el presente trabajo. 
 
• El compósito NiO-EPS posee la capacidad de potenciar de manera 
significativa y sinérgica el efecto inhibitorio de los antibióticos ampicilina, 
kanamicina y cloranfenicol contra la cepa clínica Staphylococcus aureus. 
 
El compósito NiO-EPS posee la capacidad de potenciar de manera 
significativa y sinérgica el efecto inhibitorio de los antibióticos kanamicina, 
cloranfenicol y ciprofloxacino para inhibir el crecimiento de la cepa clínica 
Pseudomonas aeruginosa.  
 
• El compósito NiO-EPS no posee la capacidad de inhibir la formación de 
biofilm de ninguna de las cepas clínicas al utilizarse en combinación con 
los antibióticos ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o ciprofloxacino a 
concentraciones sub-inhibitorias. 
 
• El incremento la concentración de azúcares reductores en el medio de 
cultivo sugiere que la membrana celular está involucrada en el efecto 
antimicrobiano de los compósitos sintetizados. 
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